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RESUME 
 
 De nombreuses études ont établi que la majorité des neurones libèrent plus qu’une 
substance chimique. Il est bien connu que les neurones peuvent co-exprimer et co-libérer 
des neuropeptides en plus de leur neurotransmetteur, mais des évidences de la co-libération 
de deux petits neurotransmetteurs à action rapide se sont accumulées récemment. 
 Des enregistrements électrophysiologiques ont aussi montré que des neurones 
sérotoninergiques et dopaminergiques isolés peuvent libérer du glutamate quand ils sont 
placés en culture. De plus, la présence de glutamate et de glutaminase a été détectée dans 
des neurones sérotoninergiques, dopaminergiques et noradrénergiques par 
immunomarquage sur des tranches de cerveau. Malheureusement, en considérant le rôle 
métabolique du glutamate, sa détection immunologique n’est pas suffisante pour assurer le 
phénotype glutamatergique d’un neurone. 
 Récemment, la découverte de trois transporteurs vésiculaires du glutamate 
(VGLUT1-3) a grandement facilité l’identification des neurones glutamatergiques. Ces 
transporteurs sont nécessaires pour la libération de glutamate et constituent les premiers 
marqueurs morphologiques du phénotype glutamatergique. Il a été démontré que des 
neurones noradrénergiques expriment VGLUT2 et que des neurones sérotoninergiques 
expriment VGLUT3. Mais aucune évidence d’expression d’un des sous-types de VGLUT 
n’a été reportée pour les neurones dopaminergiques. 
 Le but de notre travail était d’identifier quel sous-type de VGLUT est exprimé par 
les neurones dopaminergiques mésencéphaliques, et de déterminer si le phénotype 
glutamatergique de ces neurones peut être modulé dans des conditions particulières. 
 Premièrement, nous avons utilisé des microcultures pour isoler les neurones 
dopaminergiques et des doubles marquages immunocytochimiques pour observer 
l’expression de VGLUT dans les neurones positifs pour la tyrosine hydroxylase (TH). Nous 
avons montré que la majorité (80%) des neurones TH+ isolés exprime spécifiquement 
VGLUT2. Cette expression est précoce au cours du développement in vitro et limitée aux 
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projections axonales des neurones dopaminergiques. Toutefois, cette forte expression in 
vitro contraste avec la non-détection de ce transporteur dans les rats adultes in vivo. 
 Nous avons décidé ensuite de regarder si l’expression de VGLUT2 pouvait être 
régulée pendant le développement cérébral de jeunes rats et sous des conditions 
traumatiques, par double hybridation in situ. Entre 14 et 16 jours embryonnaires, les 
marquages de VGLUT2 et de TH montraient une superposition significative qui n’était pas 
retrouvée à des stades ultérieurs. Dans le mésencéphale de jeunes rats postnataux, nous 
avons détecté l’ARNm de VGLUT2 dans environs 1-2% des neurones exprimant l’ARNm 
de TH dans la substance noire et l’aire tegmentaire ventrale (ATV). Pour explorer la 
régulation de l’expression de VGLUT2 dans des conditions traumatiques, nous avons 
utilisé la 6-hydroxydopamine (6-OHDA) pour léser les neurones dopaminergiques dans les 
jeunes rats. Dix jours après la chirurgie, nous avons trouvé que 27% des neurones 
dopaminergiques survivants dans l’ATV exprimaient l’ARNm de VGLUT2 dans les rats 6-
OHDA. 
 Finalement, nous avons observé la colocalisation de la protéine VGLUT2 dans les 
terminaisons TH positives par microscopie électronique. Dans les rats normaux, la protéine 
VGLUT2 est retrouvée dans 28% des terminaisons axonales TH dans le noyau accumbens. 
Dans les rats lésés à la 6-OHDA, nous avons observé une diminution considérable des 
terminaisons TH positives, et une augmentation dans la proportion (37%) des terminaisons 
dopaminergiques présentant du VGLUT2. 
 Nos résultats suggèrent que le phénotype glutamatergique des neurones 
dopaminergiques est régulé au cours du développement, peut être réactivé dans des états 
pathologiques, et que ces neurones peuvent libérer du glutamate dans conditions 
spécifiques. 
 
Mots Clés : dopamine, mésencéphale, ATV, glutamate, VGLUT2, Parkinson, 6-OHDA. 
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ABSTRACT 
 
Numerous studies have established that the majority of neurons release more than 
one neurotransmitter. It is well known that neurons can co-express and co-release 
neuropeptides in addition to their neurotransmitter, but evidence of co-release of two small 
and fast-acting neurotransmitters has been accumulated recently.  
Electrophysiological recordings have also shown that isolated serotonine and 
dopamine neurons can release glutamate as a co-transmitter when they are placed in 
culture. Furthermore, the presence of glutamate and glutaminase has been detected in 
serotonine, dopamine and noradrenaline neurons by immunolabelling in brain slices. 
Unfortunately, considering the metabolic role of glutamate, its immunodetection is not 
sufficient to assert the glutamatergic phenotype of a neuron. 
Recently, the discovery of three vesicular glutamate transporters (VGLUT1-3) has 
greatly facilitated the identification of glutamate neurons. These transporters are necessary 
for the glutamate release by neurons and constitute the first molecular markers of a 
glutamatergic phenotype. Interestingly, it was demonstrated that some noradrenaline 
neurons express VGLUT2 and that some serotonin neurons express VGLUT3. But no 
evidence for expression of any VGLUT subtypes was initially reported for dopamine 
neurons. 
The goal of our work was to identify which VGLUT subtype is expressed by 
mesencephalic dopamine neurons, and to determine if the glutamatergic phenotype of these 
neurons can be modulated under specific conditions. 
First, we used microcultures to isolate dopamine neurons and double 
immunocytochemistry to visualize VGLUT expression in tyrosine hydroxylase (TH) 
positive neurons. We showed that the majority (80%) of isolated TH+ neurons express 
specifically VGLUT2. This expression occurred early during in vitro development and was 
limited to axonal projections of dopamine neurons. However, this strong expression in vitro 
contrasted with the lack of detection of this transporter in adult rats in vivo. 
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We next decided to investigate if VGLUT2 expression could be regulated during 
brain development of young rats and under traumatic conditions, using double in situ 
hybridization. At embryonic days 14 to 16, VGLUT2 and TH labelling displayed 
significant overlap which was no longer found at later stages. In postnatal mesencephalon 
of young rats, we detected VGLUT2 mRNA in approximately 1-2% of neurons expressing 
TH mRNA in the substantia nigra and in ventral tegmental area (VTA). To explore the 
regulation of VGLUT2 expression under traumatic condition, we used 6-hydroxydopamine 
(6-OHDA) to damage dopamine neurons in young rats. Ten days post-surgery, we found 
that 27% of surviving dopamine neurons in the VTA expressed VGLUT2 mRNA in 6-
OHDA animals. 
Finally, we observed the colocalisation of VGLUT2 protein in TH positive 
terminals by electron microscopy. In normal rats, VGLUT2 protein was found in 28% of 
TH positive axon terminals in nucleus accumbens. In 6-OHDA-lesioned rats, we observed a 
considerable reduction of TH positive terminals, and an increase in the proportion (37%) of 
dopamine terminals displaying VGLUT2. 
Our results suggest that the glutamatergic phenotype of dopamine neurons is 
developmentally regulated, can be reactivated under pathological states, and that these 
neurons are able to release glutamate under specific conditions. 
 
Keys Words: dopamine, mesencephalon, VTA, glutamate, VGLUT2, Parkinson, 6-OHDA. 
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INTRODUCTION 
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PARTIE I : LE SYSTÈME DOPAMINERGIQUE 
 
1.1. La dopamine 
La dopamine a été découverte au début du 20ème siècle, et pendant longtemps, la 
dopamine a été pensée n’être que le précurseur de l’adrénaline et de la noradrénaline. C’est 
beaucoup plus tard, en 1952 que Arvid Carlsson et Nils-Åke Hillarp ont montré que la 
dopamine était synthétisée à partir de la 3,4-dihydroxyphenylalanine ou L-DOPA, et 
comme la noradrénaline et l’adrénaline, qu’elle agissait comme neurotransmetteur. La 
dopamine, l’adrénaline et la noradrénaline sont toutes les 3 synthétisées à partir d’un 
précurseur commun la L-tyrosine et font partie des neurotransmetteurs 
catécholaminergiques. En 1960, Toshiharu Nagatsu a démontré que la tyrosine hydroxylase 
était l’enzyme limitante qui convertissait la tyrosine en L-DOPA, dont la détection permet 
l’identification des neurones catécholaminergiques. En effet, l’immunoréactivité contre la 
tyrosine hydroxylase est la méthode la plus utilisée pour identifier les neurones 
dopaminergiques dans les régions du cerveau qui ne contiennent pas de neurones 
adrénergiques ou noradrénergiques (Björklund & Lindvall, 1984). Une autre enzyme, la 
DOPA-décarboxylase va par la suite transformer la L-DOPA en dopamine, et à partir de la 
dopamine peuvent ensuite être synthétisées l’adrénaline et la noradrénaline. 
L’hydroxylation de la dopamine par la dopamine β-hydroxylase produit l’adrénaline qui 
ensuite peut être transformé en noradrénaline par ajout d’un groupe méthyl par la N-
methyltransferase (Fig.1). 
Lorsque la synthèse de la dopamine est complétée, elle est emmagasinée dans des 
vésicules synaptiques en vue de sa libération par exocytose au niveau des terminaisons 
axonales suite à une entrée de calcium provoquée par un potentiel d’action. Cette libération 
synaptique permet d’activer des récepteurs dopaminergiques post-synaptiques, mais aussi 
des récepteurs situés sur les terminaisons dopaminergiques, dits autorécepteurs, qui ont une 
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action régulatrice sur la libération terminale. Une fois dans l’espace extracellulaire, le 
signal se termine principalement par la re-capture rapide par l’intermédiaire de 
transporteurs de la dopamine (DAT) également situés sur la membrane de ces neurones. 
L’élimination par les transporteurs à dopamine est le moyen le plus efficace et le plus 
rapide (Jaber et al., 1997). Les DAT sont par ailleurs exprimés sur la majorité des neurones 
à dopamine, et leur nombre influence la durée d’action de la dopamine sur ses récepteurs 
(Ciliax et al., 1999). La dopamine pourra ensuite être dégradée par la mono-amine oxydase 
(MAO), qui convertit la dopamine en 3,4-dihydroxyphenylalanine (DOPAC). La DOPAC 
est ensuite dégradée en  acide homovanillique (HVA) dans le milieu extracellulaire grâce à 
l’action de la catéchol-O-méthyltransférase (COMT). Enfin, la COMT peut dégrader 
directement la dopamine extracellulaire en 3-méthoxytyramine (3-MT) (Kirov et al., 1998; 
Benoit-Marand et al., 2000) .  
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 Figure1 : Schéma de la synthèse des cathécolamines, de la 
tyrosine à la noradrénaline, avec les enzymes de synthèse 
pour chaque étape (image tirée de 
http://www.labrha.com/stress-physiologie.aspx). 
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1.2. Anatomie du système dopaminergique 
Les neurones dopaminergiques sont retrouvés dans différentes régions du système 
nerveux central, forment plusieurs noyaux qui projettent dans plusieurs régions du cerveau 
et sont impliqués dans de nombreuses fonctions physiologiques. En tout on dénombre 10 
noyaux dopaminergiques classifiés de A8 à A17 d’après la première nomenclature décrite 
par Björklund et Lindvall en 1984 sur des cerveaux de rats. Trois groupes, représentant près 
de 90% du nombre total de neurones dopaminergiques, sont localisés au niveau du 
mésencéphale. On dénombre près de 600 000 neurones à dopamine dans le mésencéphale 
de l’humain (Bogerts et al., 1983), et 45000 chez le rat (German & Manaye, 1993). Ces 
trois groupes forment le noyau rétro-rubral (A8), la substance noire (SN)(A9) et l’aire 
tegmentaire ventrale (ATV)(A10). Les autres neurones dopaminergiques sont regroupés 
ailleurs dans le système nerveux, formant 5 noyaux dans le diencéphale incluant A11 
(noyau diencéphalique caudal), A12 (noyau arqué), A13 (zona incerta), A14 (noyau 
periventriculaire rostral) et A15 (noyau de la strie terminale). Les 2 derniers groupes sont 
localisés dans le tubercule olfactif (A16), et  le dernier dans la rétine (A17) (Witkovsky, 
2004). 
Comme nous l’avons évoqué, la majorité des neurones dopaminergiques sont 
retrouvés dans deux noyaux mésencéphaliques distincts, l’ATV et la SN. Toutefois, il 
existe très peu de différences entre les neurones dopaminergiques de l’ATV et de la SN. 
Des études immunohistochimiques ont démontré que les neurones dopaminergiques de la 
substance noire compacte (SNc) peuvent être divisés en deux sous-populations selon 
l'absence ou la présence de la calbindine, une protéine liant le calcium. Les neurones de la 
partie dorsale, communément appelée le tiers dorsal, sont riches en calbindine alors que les 
neurones de la partie ventrale, connue sous le nom de tiers ventral, sont pauvres en 
calbindine (Gerfen et al., l987; Yamada et al., 1990). De plus, les pigments de 
neuromélanine, caractéristiques de la SNc des primates, sont plus abondants dans les 
neurones du tiers ventral que dans ceux du tiers dorsal (Gibb & Lees, 1991). La partie 
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dorsale comprend aussi les neurones de l'ATV et une partie de la substance noire, tandis 
que la partie ventrale ne comprend que les neurones de la SNc. Les neurones retrouvés dans 
ces 2 régions présentent des caractéristiques différentes: corps cellulaires fusiformes avec 
une arborisation dendritique limitée, et moins d'expression de tyrosine hydroxylase, moins 
d'expression de récepteurs D2, une forte expression de mélanine et de calbindine pour ceux 
de la partie dorsale; contre des corps cellulaires multipolaires avec une arborisation 
dendritique plus importante, et des niveaux d'expression de récepteurs D2 et de DAT plus 
importants dans la région ventrale (Fallon & Moore, 1978, Gerfen et al., 1987; Gibb & 
Lees, 1991; Graybiel et al., 1991; Ciliax et al., 1995).  
Il est intéressant de noter que cette organisation ventro-dorsale dans le 
mésencéphale est inversée au niveau de leurs projections dans le striatum. Les neurones de 
la partie dorsale vont innerver principalement les régions ventrales, dont le noyau 
accumbens, alors que ceux de la partie ventrale projettent principalement au striatum dorsal 
(Gerfen et al., 1987). Il existe aussi une différence dans leur implication fonctionnelle : les 
neurones de la partie dorsale jouent un rôle plus important dans le système limbique, tandis 
que ceux de la partie ventrale ont une implication plus importante dans le contrôle moteur. 
Au niveau des maladies des différences sont aussi notées. Par exemple, les neurones de la 
partie ventrale sont beaucoup plus vulnérables que les neurones de la partie dorsale lors de 
certaines maladies neurodégénératives, telle la maladie de Parkinson (Yamada et al., 1990: 
Lavoie & Parent, 1991; Hirsch et al., 1992; Gibb & Lees, 1991). 
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1.2.1. Projections dopaminergiques 
 Les noyaux dopaminergiques forment trois voies principales : les voies mésostriée, 
mésolimbique et mésocorticale, et tubéroinfundibulaire (Ungerstedt, 1971). La voie 
mésostriée est composée principalement de projections provenant de la substance noire, 
mais comprend aussi des projections de l’aire tegmentaire ventrale et du noyau rétrorubral. 
La partie la plus dorsale correspond à la voie nigrostriée qui projette par le faisceau médian 
télencéphalique au striatum dorsal (noyau caudé et putamen) et au globus pallidus 
(Feldman et al., 1997). C’est la voie qui est impliquée dans la régulation motrice, et dont la 
dégénérescence entraîne  la maladie de Parkinson. Le système mésocorticolimbique prend 
surtout  son origine à partir des neurones dopaminergiques de l’ATV qui envoient des 
projections vers le septum, l’amygdale, l’hippocampe, le noyau olfactif antérieur, et le 
noyau accumbens (Dalhstrôm & Fuxe, 1964). Cette voie est souvent associée à la 
schizophrénie et à la dépendance aux drogues d’abus, ainsi que dans certaines fonctions 
physiologiques telles que la motivation, la cognition, la mémoire et l’apprentissage 
(Feldman et al., 1997). Enfin le système tubéroinfundibulaire situé près de l’hypothalamus, 
concerne principalement les neurones dopaminergiques du noyau retrorubral qui vont 
innerver le lobe antérieur et la pars intermedia de l’hypophyse (Björklund & Lindvall, 
1984). Ce système régule des fonctions endocriennes en agissant sur la libération 
d’hormones par l’adénohypophyse telles que la prolactine. Quatre autres noyaux 
mésencéphaliques contiennent quelques neurones dopaminergiques, soit le raphé dorsal, les 
noyaux linéaires rostral et caudal, et la substance grise périaqueducale, qui ont des 
projections soit locales soient en direction du striatum dorsal (Descarries et al., 1986 ; 
Hasue & Shammah-Lagnado, 2002 ; Ottersen, 1981). 
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Il est intéressant de noter que les neurones dopaminergiques de l’ATV et de la SNc sont 
en relation étroite avec les neurones des structures qu’ils innervent. Comme vu 
précédemment, les neurones de l’ATV projettent principalement au cortex préfrontal (CPF) 
(Williams & Goldman-Rakic, 1995), au noyau accumbens (nAcb) (Pinot et al., 1994 ; 
Pennartz et al., 1994), et innervent plus faiblement l’hippocampe dans la région ventrale 
CA1/subiculum (Gasbarri et al., 1994; Verney et al., 1982). En retour, le nAcb et le CPF 
envoient des projections directes dans l’ATV (Thierry et al, 1979). Le nAcb est aussi 
innervé par l’hippocampe et par le CPF, et projette aussi à la substance noire, 
l’hypothalamus et globus pallidus (Pennartz et al., 1994). La région ventrale de CA1 et du 
subiculum qui reçoit les projections dopaminergiques projette au nAcb et au CPF (Carr and 
Sesack 1996; Goldman-Rakic et al., 1984), ce qui entraîne que l’hippocampe communique 
indirectement avec les neurones de l’ATV  par l’intermédiaire du nAcb (Thierry et al, 
1979). Le dérèglement de cette boucle entre l’ATV, le nAcb, le CPF et l’hippocampe, est 
associé au développement de la schizophrénie (Thierry et al.,1979).  
Figure 2 : Représentation schématique des principales projections 
dopaminergiques mésencéphaliques chez le rat (St-Gelais et al., 2006).  
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C’est suite à la dégénérescence des neurones dopaminergiques de la SNc observée dans 
la maladie de Parkinson, et à la diminution de l’immunoréactivité de la tyrosine 
hydroxylase dans le striatum qu’a été suggérée l’existence de la voie nigrostriée. Des 
marquages immunohistochimiques ont confirmé la forte innervation du striatum par les 
neurones dopaminergiques de la SNc (Dahlstrom & Fuxe, 1964 ; Hokfelt et al., 1984). La 
voie nigrostriée provient surtout de la  SNc et innerve principalement le striatum dorsal 
(Lavoie et al., 1989). Le striatum est la composante la plus importante des ganglions de la 
base. Il se divise en noyau caudé et putamen, dont l’ensemble est appelé aussi striatum 
dorsal. Le striatum ventral est formé par le noyau accumbens et le tubercule olfactif. Ces 
noyaux font partis des ganglions de la base, et reçoivent des projections de plusieurs 
régions : du cortex cérébral, de la SNc, de l’ATV, des noyaux intralaminaires thalamiques, 
et des noyaux raphé dorsal et médian. Les neurones striataux sont principalement 
GABAergiques, et on retrouve quelques interneurones cholinergiques (Parent et al., 1996). 
Le striatum projette massivement au noyau globus pallidus, et plus faiblement directement 
dans la SN(Lévesque et al., 2003). Les neurones de la SNc projettent également à la partie 
interne du globus pallidus (Lavoie et al., 1989). Les neurones du gobus pallidus sont aussi 
GABAergiques et projettent principalement au striatum, au noyau sous-thalamique, et à la 
substance noire (Oertel et al,, 1984). Enfin, la dernière structure fortement innervée par les 
neurones de la substance noire est le noyau sous-thalamique (STN). Le STN est une 
structure qui reçoit une innervation dopaminergique provenant de la SNc et de l’ATV 
(Hassani et al., 1997). Le STN est constitué en majorité de neurones glutamatergiques qui 
projettent vers  les deux segments du globus pallidus ainsi que vers la SN (Parent et al., 
1996). Cette boucle est quant à elle impliquée dans la maladie de Parkinson. 
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1.2.2. Transmission synaptique-asynaptique 
 La transmission du signal dopaminergique représente un intérêt particulier, puisque la 
majorité des terminaisons formées par les neurones sont dépourvues de contacts  
synaptiques, mais se terminent librement, ce qu'on appelle transmission asynaptique. Des 
observations en microscopie électronique ont montré que, bien que les fibres 
dopaminergiques nigrostriées forment des contacts synaptiques symétriques sur les cellules 
striatales (Freund et al., 1984), seulement 25% des terminaisons totales sont synaptiques 
(Descarries et al., 1996). Les différents sites de projections des neurones dopaminergiques 
ne présentent pas tous la même prédominance de terminaisons synaptiques. Dans le cortex 
préfrontal et l'amygdale la transmission asynaptique prédomine par rapport au striatum 
dorsal et ventral (Garris & Wightman, 1994). L’action de la dopamine suite à sa libération 
par des terminaisons asynaptiques est plus longue; moins de recapture est observée  
dans les régions qui présentent une proportion plus élevée de terminaisons libres (Cragg et 
al., 2001). La dopamine est moins sujette à la recapture par les transporteurs membranaires  
DAT, et son action sur les récepteurs est donc prolongée (Cragg et al., 2001). Il devrait 
donc exister dans les régions où les terminaisons asynaptiques prédominent, une quantité  
de dopamine basale plus élevée (Descarries et al., 1996).  
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1.3. Récepteurs dopaminergiques 
C’est grâce à des études pharmacologiques que les récepteurs de la dopamine ont 
été identifiés. Sur la base des profils de liaison d'agonistes et d'antagonistes, deux classes de 
récepteurs D1 et D2 ont été identifiées (Kebabian & Calne, 1979). Les récepteurs 
dopaminergiques sont exprimés par un grand nombre de neurones différents, 
GABAergiques, glutamatergiques, sérotoninergiques, cholinergiques et retrouvés dans 
l’ensemble des régions cibles du cerveau. Ce sont des récepteurs métabotropes à 7 
domaines transmembranaires couplés à une protéine G (Kebabian & Calne, 1979).  
 
 
 
Figure 3 : Représentation schématique des récepteurs des familles D1 et D2 (image 
tirée de http://schwann.free.fr/mecanismes_mol_dependance.html). 
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Cinq récepteurs différents sont dénombrés, séparés en deux familles suivant leur 
couplage avec des protéines G activatrice ou inhibitrice de l’adénylate cyclase. La famille 
D1 comprend les récepteurs D1 et D5 et entraîne l’activation l’adénylate cyclase par 
l’intermédiaire d’une protéine Gs. La famille D2 comprend les sous-unités D2, D3 et D4 
qui sont eux couplées à une protéine Gi/Go et vont donc entraîner une inhibition de la 
production d’AMPc par l’adénylate cyclase (Kebabian & Calne, 1979). La meilleure façon 
de discriminer les récepteurs dopaminergiques reste la liaison à des agonistes et 
antagonistes spécifiques. L’affinité de la dopamine pour les récepteurs de la famille D2 est 
plus forte que pour les récepteurs de la famille D1. Toutefois pour les distinguer, 
l’utilisation d’agonistes sélectifs tel que le SKF 38393 pour la famille D1 ou le quinpirole 
pour la famille D2, ou d’antagonistes tels que le SCH-23390 pour les D1 ou la spipérone 
pour la famille D2, représente la technique la plus sure et la plus utilisée.  
 
1.3.1 Famille D1 
La distribution des récepteurs D1 dans le système nerveux central a été visualisée 
par des études d’autoradiographie, marquages radioactifs sur des tranches de cervaux de 
rongeurs, à l’aide de [³H]-SCH-23390 (Creese et al., 1983 ; Seeman & Niznik; 1990). Ces 
techniques ont de plus permis de démontrer que l’affinité du sous-type D5 pour le SCH-
23390 est plus forte que celle du au sous-type D1 (Felder et al., 1989). Mais nous nous 
intéresserons ici principalement au récepteur D1, puisque c’est le récepteur dopaminergique 
le plus abondant dans le cerveau. Son expression est retrouvée principalement sur un sous-
type de neurones GABAergiques du striatum dorsal (noyau caudé et putamen) contenant la 
substance P et qui projettent en retour à la substance noire (Fremeau et al., 1991; Missale et 
al., 1998). D’autres régions expriment aussi ces récepteurs, telles que la région CA1 de 
l’hippocampe, le subiculum, la substance noire réticulée, le noyau supra-chiasmatique 
(Fremeau et al., 1991; LeMoine et al., 1991; Otmakhova & Lisman , 1996). La distribution 
des ARNs a été étudiée par Nothern blot et hybridation in situ démontrant une expression 
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abondante dans le striatum, le noyau accumbens, le tubercule olfactif, les îlots de Calleja, 
l’amygdale, l’hypothalamus, le thalamus (Sunahara et al;1990; Mansour et al., 1991; 
Weiner et al., 1991; Missale et al., 1998). Il existe une assez bonne corrélation entre 
l’expression des ARNs et de la protéine des récepteurs D1, dans les cortex pariétaux et 
frontaux, certaines régions de l’hippocampe et du gyrus dentelé et dans le striatum, et cette 
répartition suggère une implication de ces récepteurs dans des fonctions motrices, 
émotionnelles et cognitives (Fremeau et al., 1991). 
Les récepteurs D1 sont couplés à la protéine Gs qui stimule l’activité de l’adénylate 
cylcase, et déclenche l’activation de la PKA (Zhou et al., 1990, Dearry et al., 1990). 
D’autres voies de signalisation peuvent aussi être activées expliquant l’hypothèse de 
l’hétérogénéité de ces récepteurs (Niznik & Van Tol, 1992). Entre autres, il a été proposé 
que ce récepteur puisse activer la production d’inositol triphosphate, la PLC, la 
mobilisation du calcium indépendamment de la voie PKA (Felder et al., 1989).  
Au niveau cellulaire, la localisation des récepteurs dans le striatum montre qu'ils 
sont situés sur les épines dendritiques, mais aussi en plus faibles proportions dans les 
synapses symétriques et asymétriques (Dumartin et al., 1998). Ces observations sont 
confirmées dans d'autres structures du cerveau comme la substance noire (Caillé et al., 
1996; Levey et al., 1993), et le cortex préfrontal (Muly et al., 1998; Smiley et al., 1994). La 
quantification indique que plus de 75% du marquage D1 dans le striatum est associé aux 
dendrites ou aux épines dendritiques (Hersch et al., 1995). De même, dans les afférences 
corticales du striatum, les récepteurs D1 sont rarement distribués sur les terminaisons 
axonales et sont beaucoup plus abondants dans les arborisations dendritiques (43%) et les 
épines dendritiques (38%) (Hersch et al., 1995). 
 Les récepteurs D1 sont surtout impliqués dans le contrôle des mouvements au 
niveau du striatum et dans la mémoire de travail dans le cortex. Mais ils participent aussi à 
de nombreuses fonctions physiologiques cellulaires incluant : une répression de la 
prolifération (Popolo et al., 2004); une toxicité lors de leur activation chronique (Chen et 
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al., 2004); un rôle promoteur sur la croissance des neurites des neurones striataux en 
développement (Iwakura et al., 2008). 
 
1.3.2. Famille D2 
 Le premier récepteur D2 a été cloné en 1988 chez le rat (Bunzow et al., 1988) et a 
ensuite été retrouvé dans plusieurs espèces, dont l’humain et la souris (Grandy et al., 1989; 
Dal Toso et al., 1989). La séquence des récepteurs de la famille D2 possède plusieurs 
jonctions d’introns et d’exons, qui vont donner 2 isoformes différentes par épissage 
alternatif, une isoforme courte D2S (415 acides aminés) et une isoforme longue D2L (444 
a.a.) (Dal Toso et al., 1989; Giros et al., 1989). La différence structurale est située dans la 
3ème boucle intracellulaire qui est impliquée, entre autre dans le couplage avec les protéines 
G. Deux autres récepteurs de type D2 ont aussi été clonés chez le rat, le D3 et le D4 
(Sokoloff et al., 1990; Van Tol et al., 1991) grâce à leur homologie avec le récepteur D2. 
L’ensemble des récepteurs de la famille D2 diffèrent quant à leur affinité de liaison à la 
dopamine, mais aussi par leur distribution dans les neurones (Leysen et al., 1993). Les D2S 
sont plus souvent exprimés au niveau des terminaisons axonales et joueraient un rôle 
d’auto-récepteur, tandis que les D2L sont retrouvés sur les dendrites et corps cellulaires en 
position post-synaptiques (Lindgren et al., 2003). 
Les régions qui expriment le plus d’ARNm des récepteurs D2 ont été déterminées 
dans un premier temps par Northern blot puis par hybridation in situ dans les noyaux caudé 
et putamen, les lobes antérieurs et intermédiaires de l’hypophyse, la substance noire, le 
septum, l’amygdale, l’hypothalamus, et le bulbe olfactif, et des niveaux plus faibles dans 
l’ATV et les corps mamillaires latéraux (Niznik & Van Tol, 1992). La protéine des 
récepteurs D2 est plus difficile à détecter, mais des expériences de localisation ont été 
effectuées à l’aide d’un antagoniste radio-marqué, le [³H]-raclopride, hautement sélectif 
pour les récepteurs D2. Les sites qui expriment fortement le récepteur D2 sont les mêmes 
que ceux où est retrouvé l’ARNm, soit dans le tubercule olfactif, les noyaux caudé, 
putamen et accumbens, le globus pallidus, le lobe intermédiaire pituitaire, les noyaux 
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mamillaires latéraux, la substance noire et l’aire tegmentaire ventrale (Mansour et al., 
1990). Les récepteurs D3 et D4 sont moins exprimés que les récepteurs D2, et ils sont 
retrouvés principalement dans le tubercule olfactif, noyau accumbens, hypothalamus, 
striatum, et substance noire (Van Tol et al., 1991; Niznick & Van Tol, 1992). Le récepteur 
D3 est aussi retrouvé dans l’hippocampe, le septum, et le D4 dans le cortex préfrontal 
(Meador-Woodruff et al., 1991). 
Les récepteurs D2 sont couplés avec des protéines Gi/0, et vont par conséquent 
diminuer l’activité de l’adénylate cyclase. Toutefois d’autres fonctions régulatrices lui sont 
imparties. L’application d’un agoniste des récepteurs D2 comme la bromocriptine et le 
quinpirole active certaines conductances potassiques ce qui entraîne une hyperpolarisation 
membranaire et une diminution de la fréquence de décharge des neurones dopaminergiques 
(Rayport et al., 1992). Cette diminution de l'activité des neurones par les récepteurs D2 est 
suivie d'une baisse de la libération de dopamine. La stimulation prolongée du récepteur D2 
par un agoniste peut entraîner l'internalisation du récepteur (Gainetdinov et al., 2004). Le 
récepteur D2 peut aussi être désensibilisé via le concours d’une phosphorylation par  
certaines kinases, comme la protéine kinase C (PKC). Cette phosphorylation du récepteur 
D2 par la PKC induit la désensibilisation et l’internalisation du récepteur via un mécanisme 
dépendant de la β-arrestine et de la dynamine (Namkung & Sibley, 2004). De plus, le 
récepteur D2 peut s’associer avec d'autres récepteurs ce qui va modifier leur activité, par 
exemple des récepteurs de l’adénosine et de la somatostatine (Fuxe et al., 1998; Salim et 
al., 2000). Sa liaison au récepteur de la somatostatine entraîne une augmentation de 
l’affinité pour la dopamine (Rocheville et al., 2000). 
  
  
16
 
Au niveau fonctionnel, en plus de leur principale implication dans le contrôle 
moteur, les récepteurs D2 sont aussi impliqués dans de nombreux processus 
physiologiques. Notons entre autres que la stimulation des récepteurs D2 induit la 
prolifération de cellules précurseurs de neurones hippocampaux (Hiramoto et al., 2007) 
mais n’a pas d’effet sur la prolifération des neurones dopaminergiques (Milosevic et al., 
2007). Enfin, il a été suggéré que la stimulation des récepteurs D2 sur les neurones striataux 
peut augmenter la dégénérescence de ces neurones dans la maladie de Huntington (Charvin 
et al., 2005). 
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1.4. Pathologies associées au système dopaminergique 
1.4.1. La Maladie de Parkinson 
En 1957 la présence de la dopamine dans le cerveau de rats a été démontrée pour la 
première fois par Kathleen Montagu qui travaillait alors sur l’adrénaline et la noradrénaline 
(Montagu, 1957). Par la suite en 1963 des techniques permettant de mesurer les niveaux de 
dopamine dans le cerveau de souris couplées avec les premières preuves de la forte 
présence de dopamine dans les ganglions de la base ont suggéré que la maladie de 
Parkinson pouvait être reliée à une diminution des niveaux de dopamine dans le cerveau 
(Bertler & Rosengren, 1959; Seiden & Carlsson, 1963, 1964). Puis, les travaux menés par 
Oleh Hornykiewicz ont montré que les niveaux de dopamine chez les parkinsoniens étaient 
diminués dans les noyaux caudés et putamen, ce qui permit d’expliquer que ces faibles 
niveaux de dopamine dans le striatum étaient reliés aux symptômes moteurs retrouvés dans 
la maladie de Parkinson (voir Hornykiewicz, 2006). 
Dans les faits, la maladie de Parkinson est due à la dégénérescence progressive des 
neurones dopaminergiques de la substance noire compacte avec une prévalence de 1-2 pour 
1000. La maladie apparaît vers l’âge de 60 ans, et affecte plus les hommes que les femmes. 
En plus de cette perte de neurones des inclusions appelées corps de Lewy sont également 
retrouvées dans la substance noire. Les corps de Lewy sont composés d’un enchevêtrement 
d’ubiquitine, de neurofilaments, de synphyline, de parkin, et d’α-synucléine (Gibb & Lees, 
1991; Goldman et al., 1983; Spillantini et al., 1998). L’accumulation des ces inclusions 
dans les neurones provoque leur mort progressive et engendre une baisse de la libération de 
dopamine dans le striatum. Il en découle l’apparition de problèmes moteurs tels que la 
bradykinésie et la rigidité des membres. L’apparition des symptômes de la maladie de 
Parkinson est tardive par rapport à l’atteinte cellulaire. On considère qu’il faut une perte 
équivalente à 60% des neurones de la substance noire et environ 80% de baisse de 
dopamine dans le striatum dorsal pour observer les premiers symptômes. Les autres 
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symptômes retrouvés sont un affect plat, des tremblements au repos, des problèmes de 
sommeil, des troubles de l’olfaction, des problèmes de stature (Hirsch et al.., 1997). 
D’autres noyaux dopaminergiques sont aussi affectés dans la maladie mais en moindre 
mesure, dans le tubercule olfactif, l’aire tegmentaire ventrale, des neurones cholinergiques 
dans le noyau basal de Meyert et des neurones noradrénergiques du locus coeruleus.  
Différentes causes ont été avancées pour expliquer cette dégénérescence des 
neurones dopaminergiques principalement de la substance noire. Récemment, plusieurs 
gènes ont été identifiés à partir de l’analyse génétique de rares formes familiales de la 
maladie de Parkinson. Principalement 6 gènes sont associés à des formes dominantes ou 
récessives de la maladie incluant : α-synucléine, Parkin, UCH-L1, PINK1, DJ-1 et 
LRRk2/dardarine (Harvey et al., 2008). Bien qu’aucun de ses gènes ne soit responsable à 
lui seul du déclenchement de la maladie, des mutations affectant la traduction normale de 
leurs protéines ont été caractérisées dans des déclenchements rapides de la maladie de 
Parkinson. L’α-synucléine situé au niveau du locus PARK1 a été le premier gène identifié 
dans la maladie de Parkinson, avec un mode de transmission dominant. Sa protéine est 
retrouvée sous forme d’aggrégats dans les corps de Lewy (Conway et al., 2000; Spillantini 
et al., 1998). Toutefois, les souris génétiquement modifiées porteuses de mutations de cette 
protéine ne démontrent pas de dégénérescence consistante de neurones dopaminergiques 
(Chandra et al., 2004; Matsuoka et al., 2001), suggérant que l’α-synucléine n’est pas 
suffisante à elle seule pour déclencher la maladie. Le gène codant pour la protéine Parkin a 
été le deuxième identifié, situéau niveau du locus PARK2, avec un mode de transmission 
récessif. Il est responsable du déclenchement le plus précoce de la maladie aux alentours de 
30 ans, avec une progression lente sans corps de Lewy. Toutefois, des souris avec le gène 
Parkin réprimé présentent le même comportement que des souris sauvages, ce qui suggère 
que la dysfonction de Parkin n’est pas suffisante pour le déclenchement de la maladie mais 
joue un rôle dans son développement (Perez & Palmiter, 2005). L’ubiquitine C-terminale 
hydrolase-L1 (UCH-L1), situéau niveau du locus PARK5, est retrouvée dans de 
nombreuses structures pathologiques dont les corps de Lewy, et la surexpression de UCH-
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L1 entraîne la formation d’agrégats avec l’α-synucléine (Liu et al., 2002). La protéine 
kinase PINK-1 est associée avec le locus du gène PARK6 et reliée à de rares formes de la 
maladie de Parkinson (Valente et al., 2004). Son action se fait dans la chaine de respiration 
mitochondriale et contribue à l’émergence précoce de la maladie. Le gène DJ-1 est lui 
associé au locus PARK7. C’est un gène récessif impliqué aussi dans l’apparition précoce de 
la maladie. Les souris dont le gène DJ-1 a été réprimé ne présentent toutefois pas de 
différences morphologiques ou anatomiques au cours de leur développement par rapport 
aux animaux témoins (Goldberg et al., 2005). Enfin le gène LRRK2/dardarin, associé au 
locus PARK8, a été identifié à travers le monde dans plusieurs familles affectées par la 
maladie de Parkinson, avec un caractère dominant (Paisan-Ruiz et al., 2004; Zimprich et 
al., 2004). Son rôle est encore mal défini. Dans l’ensemble les causes génétiques 
n’expliquent pas à elles seules le déclenchement de la maladie comme le montre les 
expériences de modifications génétiques menées sur des souris. Mais la découverte de ces 
gènes renseigne grandement sur des facteurs de susceptibilité de développer la maladie de 
Parkinson.  
Des causes environnementales peuvent aussi induire des symptômes de la maladie. 
Le syndrôme de « dementia pugilistica » est un exemple de maladie proche du 
parkinsonisme suite à la répétition de traumatismes entraînant une inflammation qui serait à 
la base de la dégénérescence des neurones dopaminergiques (Aktas et al., 2007; Jordan, 
2000). Certaines substances comme le MPTP, utilisée comme drogue d’abus (voir section 
suivante), les métaux lourds, ou la roténone, utilisée comme pesticide, entraînent la 
dégénérescence des neurones dopaminergiques. Mais dans l’ensemble, un amalgame de 
prédispositions génétiques couplées avec des facteurs environnementaux, semble plus 
plausible pour déclencher de la maladie de Parkinson. 
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Modèles animaux de la maladie de Parkinson 
Le 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine ou MPTP a été mis en évidence 
dans les années 80, avec l’apparition de troubles de type parkinsoniens chez de jeunes 
adultes. En fait, la molécule est un analogue mal synthétisé de l’héroïne, et a une action 
neurotoxique sur les neurones à dopamine (Langston & Ballard, 1983; Snyder & d’Amato, 
1986). Le MPTP est converti en MPP+ (1-methyl-4-phenylpyridinium) par la MAO-b 
(monoamine oxydase b) contenu dans la glie, et va ensuite passer dans les neurones 
dopaminergique par l’intermédiaire des DATs (Fig.4). Le MPP+ va inhiber le complexe I 
des mitochondries entraînant une baisse de la production d’ATP et une augmentation des 
radicaux libres conduisant à la mort cellulaire (Shimoke et al., 2003). Cette toxine injectée 
à des souris et à des singes va induire une dégénérescence sélective et lente des neurones de 
la substance noire (Smeyne & Jackson-Levis, 2005; Raju et al., 2008).  
 L’administration de MPTP à des souris reproduit assez fidèlement les symptômes de 
la maladie, bien que les corps de Lewy ne soient pas retrouvés dans les neurones 
dopaminergiques. Cette toxine est utilisée depuis de nombreuses années pour produire des 
modèles animaux de la maladie de Parkinson vu sa capacité à reproduire les symptômes de 
cette maladie (Beal, 2001). Le MPTP est une molécule très lipophile et suite à son 
administration systémique répétée par injection intrapéritonéale chez la souris (Kang et al., 
2007) ou intraveineuse chez le singe (Raju et al., 2008), la molécule traverse la barrière 
hémato-encéphalique. Le MPTP a un effet limité chez les rongeurs dont le rat (Schmidt & 
Ferger, 2001). Les souris dont le gène du transporteur est muté sont protégées de son action 
(Bezard et al, 1999). De même les neurones dopaminergiques dans lesquels les DATs sont 
sous-exprimés, et ou le transporteur vésiculaire des monoamines (VMAT2) est surexprimé 
sont protégés de l’action du MPTP (Gainetdinov et al., 1998; Staal et al., 2000; Takahashi 
et al., 1997). Les singes qui ont reçu un traitement au MPTP présentent des symptômes 
similaires à la maladie de Parkinson, et répondent au traitement à la L-DOPA (Petzinger et 
al., 2002). 
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Une autre toxine la 6-hydroxydopamine (6-OHDA), agit aussi sur la chaîne 
respiratoire mitochondriale des neurones dopaminergiques en étant transportée par les 
DATs (Schober, 2004). Toutefois, cette toxine est moins spécifique que le MPTP et peut 
entraîner la dégénérescence des neurones noradrénergiques, ainsi que d’autres neurones. 
Par exemple, la disparition de terminaisons glutamatergiques a été observée chez des rats 
suite à l’injection dans le striatum (Ingham et al., 1998). La 6-OHDA n’est pas transformée 
et s’accumule dans les terminaisons. Tout comme le MPTP, la 6-OHDA entraîne une 
dysfonction de la respiration mitochondriale et induit une augmentation de la production de 
radicaux libres qui vont causer la mort des cellules dopaminergiques (Moore et al., 2005). 
Notons que l’α-synucléine ou la protéine parkin peuvent également entraîner une  
dysfonction de la chaîne respiratoire mitochondriale (Betarbet et al., 2002; Moore et al., 
2005). 
Figure 4 : Représentation schématique du système d’action des toxines MPTP
et 6-OHDA au niveau des terminaisons dopaminergiques (image tirée de 
Schober, 2004). 
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La 6-OHDA est la toxine la plus utilisée chez les rongeurs pour reproduire les 
symptômes de la maladie de Parkinson. Par contre l’administration de 6-OHDA doit se 
faire directement à l’intérieur du cerveau puisque la toxine ne passe pas la barrière 
hématoencéphalique. Elle peut être injectée directement dans le striatum, les ventricules 
latéraux, la substance noire ou le faisceau télencéphalique médian (Fernandes-Xavier et al., 
1994; Ingham et al., 1998). La dégénérescence des neurones dopaminergiques est rapide 
suite à l’injection moins de 24h (Faull & Laverty, 1969; Fernandes-Xavier et al., 1994). 
Cette toxine peut être utilisée dans tous les modèles animaux incluant les souris, les rats et 
les singes (Beal, 2001; Betardet et al., 2002). Toutefois, ce modèle a ses limites et ne 
reproduit qu’en partie les symptômes de la maladie de Parkinson tels que les tremblements, 
l’akinésie, la rigidité (Lindner et al., 1999; Cenci, 2002). Les corps de Lewy ne sont pas 
retrouvés, et en fonction du site d’injection certains neurones qui dégénèrent chez l’humain 
ne sont pas affectés dans les modèles animaux. Cependant, le modèle d’injection unilatérale 
de 6-OHDA est largement utilisé. L’intérêt de ce modèle repose sur la facilité pour assurer 
le succès de l’injection par observation de la rotation dans le sens ipsilatéral au site 
d’injection suite à l’administration d’amphétamines, et permet aussi d’utilser le côté 
controlatéral comme référence (Schwarting & Huston, 1996).  
 Enfin, signalons que des injections de 6-OHDA dans les ventricules latéraux chez 
des rats nouveaux nés, ont mis en évidence une plasticité structurale du système 
dopaminergique et sérotoninergique (Fernandez-Xavier et al., 1994). Cette technique a été 
mise au point en 1972 (Breese & Traylor, 1972) dans le but d’étudier les effets de la 
suppression de la transmission dopaminergique au cours du développement. Toutefois, ce 
modèle n’est pas considéré comme un modèle de la maladie de Parkinson, mais plutôt 
comme un modèle de la maladie de Lesch-Nyhan. Les rats adultes qui ont subi une lésion 
néo-natale présentent un poids plus faible, indicatif de leur difficulté à s’alimenter, de 
l’aphasie, ainsi que des problèmes d’apprentissage et de mémorisation (voir Breese et al., 
2005).  
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Traitement 
  Divers traitements pharmacologiques sont utilisés pour traiter les symptômes de 
cette maladie. Toutefois, aucun d’entre eux ne permet de guérir la maladie ou de ralentir 
son évolution. Notons entre autre, l’administration de L-DOPA pour permettre d’augmenter 
la synthèse de dopamine. Mais l’efficacité de la L-DOPA s’épuise généralement après 
plusieurs années de traitement; des agonistes dopaminergiques directs des récepteurs D2, 
tels que la bromocriptine, et le pergolide qui sont employés chez des patients jeunes mais 
qui peuvent engendrer des effets secondaires tels que de la confusion ou des hallucinations 
visuelles. Notons aussi que des antagonistes de la monoamine oxydase et de la COMT tels 
que la sélégiline et l’entacapone sont souvent administrés avec la L-DOPA afin d’empêcher 
sa dégradation au niveau de la barrière hémato-encéphalique et ainsi augmenter ses niveaux 
dans le cerveau. 
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1.4.2. La Schizophrénie 
La schizophrénie est une maladie psychiatrique grave et complexe et qui affecte 
environ 1% de la population. C’est une maladie complexe au point de vue génétique dont 
l’expression est également influencée par des facteurs environnementaux. La schizophrénie 
affecte toutes les classes de population, sans prévalence nette ni caractère héréditaire 
dominant. Chez les jumeaux homozygotes, la concordance est de 50% (Lewis et al., 2005). 
Parmi les facteurs environnementaux, plusieurs causes sont souvent considérées telles que 
des problèmes au cours de la maternité ou lors de l’accouchement, des géniteurs plus âgés, 
une infection virale chez l’enfant, ou la consommation de cannabis au cours de 
l’adolescence (Collier & Li, 2003 ; Fatemi et al., 2001).  
La schizophrénie est caractérisée par l’apparition de symptômes vers la fin de 
l’adolescence ou au début de l’âge adulte. Ces symptômes sont classés en 2 groupes : 
positifs ou négatifs (Mueser et al., 1991). Les symptômes positifs regroupent des atteintes 
telles que des hallucinations auditives, des idées délirantes, des mouvements stéréotypés, et 
des troubles de la pensée. Les symptômes négatifs regroupent des affections 
comportementales telles que l’isolement social, de l’apathie, et le manque d’expression de 
sentiments. Des troubles cognitifs sont aussi rencontrés incluant des troubles de l’attention 
(Saykin et al., 1994) et des atteintes de la mémoire verbale et de travail (Torres et al., 
1997). Les symptômes sont traités par des médicaments antipsychotiques qui sont tous des 
antagonistes des récepteurs D2. Ces agents ont longtemps été considérés comme les seuls 
traitements efficaces. 
 De nombreuses études menées au cours des dernières années ont montrées que 
plusieurs circuits neuronaux impliquant diverses régions du cerveau, l’aire tegmentaire 
ventrale, le cortex préfrontal, le striatum, le thalamus médio-dorsal, et l’hippocampe, 
étaient perturbés chez les patients souffrant de schizophrénie (Andreasen et al, 1996 ; 
Buchsbaum et al, 1997 ; Fletcher et al, 1998 ; Phillips et al., 2002 ; Stevens et al, 1998). 
Concrètement, sur le plan strictement anatomique, on note l’élargissement des ventricules 
latéraux dans près de 50% des patients, une diminution de volume de la couche 3 du CPF, 
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une diminution de la taille du striatum sans perte de neurones, une réduction du volume du 
noyau thalamique médio-dorsal, avec perte du nombre de cellules, une asymétrie des 
hippocampes, avec une diminution plus marquée de l’hippocampe gauche avec perte 
cellulaire, et une désorganisation des cellules pyramidales de cette même structure. 
Il n’est pas clair si ces différences structurales représentent une cause essentielle de 
l’apparition de la schizophrénie. Toutefois, ces variations neuroanatomiques sont présentes 
dès le début de l’apparition des symptômes chez les individus souffrant de schizophrénie 
(Gourion et al., 2004). Des études d’imagerie structurale ont montré la présence 
d’anomalies cérébrales (atrophie corticale, élargissement des ventricules, et une asymétrie 
cérébrale) corrélées à des signes d'anomalies cognitives précoces (Gourion et al., 2004). De 
plus, aucune progression des atteintes anatomiques n’a été notée dans ces régions (James et 
al., 2004). Ces éléments soutiennent une  hypothèse neurodéveloppementale pour la 
schizophrénie plutôt qu’un processus neurodégénératif progressif (Gourion et al., 2004 ; 
James et al., 2004).  
 
Modèles animaux de la schizophrénie 
 Plusieurs modèles animaux ont été développés pour essayer de reproduire les 
symptômes de la schizophrénie, basés sur 3 concepts différents. Le premier modèle repose 
sur la diminution des niveaux de glutamate observés dans le cortex préfrontal, et 
l’hippocampe. Ceci est reproduit par injection de PCP, un antagoniste des récepteurs 
NMDA qui entraîne des symptômes psychotiques chez l’humain et chez l’animal (Tsai & 
Coyle, 2002). Par contre ce modèle ne répond pas aux antipsychotiques conventionnels 
(voir paragraphe suivant) et donc permet juste l’étude de certains symptômes positifs de la 
maladie. Le second modèle est basé sur l’hypothèse d’une hyperactivité de la transmission 
dopaminergique. Il est mimé par des injections répétées d’amphétamines ou d’apomorphine 
(Laruelle et al., 2003). Ce modèle reproduit les symptômes positifs observés dans 
la maladie, qui sont atténués par les antipsychotiques typiques, antagonistes des récepteurs 
D2. Enfin,  le dernier modèle animal repose lui aussi sur l’hypothèse d’une hyperactivité 
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dopaminergique de la voie méso-limbique, et d’une hypofonction de la voie mésocorticale, 
qui expliqueraient respectivement les symptômes positifs et négatifs de la maladie (Laruelle 
et al. 2003). Ce modèle est reproduit par une lésion de l’hippocampe ventral de jeunes rats, 
à l’aide d’injection bilatérale d’acide iboténique (Lipska et al., 1993 ; Lipska & 
Weinberger, 1995). Les rats développent après la puberté (56 jours post-natal) des 
symptômes s’apparentant à ceux retrouvés chez les humains, incluant des déficits de la 
mémoire de travail, des intéractions sociales diminuées, et une augmentation des réponses 
au stress (Lipska et al., 1993 ; Lipska, 2004 ; Sams Dodd et al., 1997). De plus, les rats 
lésés répondent aux antipsychotiques conventionnels et atypiques (Bai et al., 2003 ; Sams 
Dodd et al., 1997).  Toutefois, la lésion de l’hippocampe par l’acide iboténique entraîne une 
dissociation de la connectivité de l’hippocampe. Ce type d’altérations n’est pas retrouvé 
dans les cerveaux de schizophrènes. Un nouveau modèle de perturbation de l’hippocampe 
ventral a été développé par injection de tétrodotoxine (Lipska, 2004 ; Lipska et al., 2002). 
Cette lésion réversible reproduit aussi la majorité des symptômes de la schizophrénie, mais 
n’affecte pas significativement les comportements sociaux (Lipska, 2004). 
 
Traitement 
Les antipsychotiques sont utilisés dans le traitement des symptômes de la 
schizophrénie depuis le début des années 1950. Les premiers antipsychotiques développés, 
dits conventionnels ou typiques, sont des antagonistes des récepteurs D2 tels que 
l’halopéridol. Leur utilisation permet de réduire les symptômes positifs de la schizophrénie, 
mais leur action est nulle sur les symptômes négatifs (voir Kapur & Mamo, 2003). Au 
début des années 1970, des antipsychotiques dits atypiques ont été développés tels que la 
clozapine. Ces molécules agissent sur les récepteurs D2 mais avec une plus faible affinité et 
des affinités plus fortes pour les récepteurs sérotoninergiques (5HT2A et 2C), adrénergiques 
(α1 et α2) et muscariniques (Remschmidt et al, 2000).  
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1.4.3. Dépendance aux drogues d’abus 
Les neurones dopaminergiques de l’aire tegmentaire ventrale font partie du circuit 
neuronal de récompense et de renforcement. C’est ce réseau qui est à la base du plaisir 
ressenti dans différentes situations ou états physiologiques tels que l’alimentation, et les 
comportements sexuels. Mais le circuit est aussi impliqué dans des dérèglements qui 
peuvent mener à des comportements pathologiques comme la consommation de drogue 
d’abus afin d’augmenter le sentiment de plaisir. Ce comportement fait intervenir la boucle 
ATV, cortex préfrontal, noyau accumbens et hippocampe vu précédemment. La 
dépendance aux drogues survient lorsque l’individu affecté cherche de façon compulsive à 
maintenir sa consommation et donc son plaisir. Les drogues d’abus incluent la cocaïne, 
l’amphétamine, les opiacés, de même que la nicotine et l’alcool. Les plus addictives sont 
celles qui déclenchent un sentiment d’euphorie et sont classées sous le terme générique de 
stupéfiants. Les stupéfiants augmentent la libération de dopamine dans le noyau 
accumbens, ce qui est à la base du renforcement du comportement et du développement de 
la dépendance (Wise & Rompre, 1989; Kuczenski et al., 1991; Koob & Le Moal, 2001). 
Leurs mécanismes d’action sont cependant différents. La morphine et les amphétamines 
vont stimuler l’activité des neurones DA et donc augmenter la transmission 
dopaminergique. On parle alors de psychostimulants. Les amphétamines de plus, facilitent 
le transport inverse des transporteurs de la dopamine, et donc entraînent la diffusion de la 
dopamine depuis les terminaisons dans le milieu extracellulaire. Elles vont de plus bloquer 
le stockage de la dopamine dans les vésicules (Schmitz et al., 2001).  La cocaïne bloque les 
transporteurs de la dopamine et donc la capture de la dopamine libérée dans le milieu 
extracellulaire ce qui prolonge son action sur les récepteurs post-synaptiques (Kalivas & 
Duffy, 1991).  
La dépendance à une drogue donnée intervient suite à la prise répétée de cette 
drogue (Wise & Rompre, 1989). Il est intéressant de noter aussi l’implication de 
l’hippocampe dans le phénomène de rechute : suite à la stimulation électrique de la partie 
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ventrale de l’hippocampe il est possible d’augmenter les niveaux de dopamine libérée dans 
le noyau accumbens en augmentant la décharge des neurones dopaminergiques de l’aire 
tegmentaire ventrale (Legault et al., 2000). Il n’en reste pas moins que la dépendance aux 
drogues d’abus représente une physiologie complexe qui fait intervenir de nombreuses 
régions, mais la dopamine et l’aire tegmentaire ventrale jouent un rôle essentiel dans le 
développement de cette pathologie. 
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PARTIE 2 : Co-libération 
 
Les critères d’identification qui permettent d’assurer qu’une molécule joue le rôle 
de neurotransmetteur sont, 1) que la substance soit synthétisée et stockée dans les neurones, 
2) que la substance soit libérée suite à la stimulation du neurone, 3) que la libération de la 
substance entraîne une réponse sur l’élément post-synaptique, et 4) qu’un système de 
transport doit être présent pour la substance elle-même pour assurer le renouvellement de la 
substance dans la terminaison nerveuse. Pendant longtemps il a été suggéré que les 
neurones ne libéraient qu’un seul et unique neurotransmetteur classique, ce qui a été appelé 
le « principe de Dale » (voir Strata & Harvey, 1999). Toutefois, ce principe a été remis en 
question en 1976 par Burnstock qui a suggéré qu’un même neurone pouvait libérer plus 
d’une molécule (Burnstock, 1976). 
 
 
2.1. Présence de neuropeptides dans les neurones. 
Il a été montré que les neurones contiennent d’autres molécules qui peuvent être 
libérées en plus de leur neurotransmetteur classique. Les neurotransmetteurs classiques tels 
que le glutamate, l’acide γ-aminobutyrique (GABA), l’acétylcholine (ACh) ou encore la 
sérotonine, sont de petites molécules à action synaptique rapide. Les molécules qui 
colocalisent dans les neurones ne sont pas forcément des neurotransmetteurs mais elles 
peuvent agir comme neuromodulateur sur la libération et l’action des neurotransmetteurs 
principaux (Hokfelt et al., 1977). Par exemple le neuropeptide Y qui est synthétisé et 
emmagasiné dans des vésicules n’a pas d’action sur les récepteurs post-synaptiques mais 
agit sur la libération de l’ATP des nerfs sympathiques innervant le vas deferens chez le 
cochon d’inde (Ellis & Burnstock, 1990). Plusieurs molécules peuvent ainsi se retrouver 
dans les neurones du système nerveux végétatif des vertébrés, entre autre l’ATP et le 
neuropeptide Y qui peuvent être colibérés avec la noradrénaline dans les nerfs 
sympathiques des systèmes cardiovasculaire et viscéral (Burnstock, 1990). Également, le 
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polypeptide vasoactif intestinal (VIP pour vasoactive intestinal polypeptide en anglais) et 
l’ATP sont relâchés avec l’acétylcholine dans les nerfs parasympathiques (Lundberg, 
1996). La colecystokinine (CCK) est contenue et peut aussi être  libérée avec le glutamate 
par des neurones cortico-striataux (Hokfelt et al., 2002). La cotransmission de GABA et de 
somatostatine a aussi été reportée à partir de neurones de l’amygdale qui projettent au 
noyau du faisceau solitaire (Batten et al., 2002). En microscopie électronique, les 
neuropeptides sont trouvés dans de grosses vésicules d’aspect foncé dites à « cœurs 
denses », tandis que les neurotransmetteurs classiques sont contenus dans de petites 
vésicules claires (Merighi, 2002). Ces vésicules à cœurs denses sont retrouvées éloignées 
des zones actives synaptiques contrairement aux vésicules contenant les neurotransmetteurs 
classiques, et seront relâchées suivant des conditions particulières (Glombik & Gerdes, 
2000). Par exemple, la stimulation à faible fréquence des neurones parasympathiques qui 
libèrent de l’ACh entraîne la sécrétion de salive en agissant directement sur les cellules 
acinus, ce qui est accompagné d’une faible vasodilatation. Par contre, la stimulation à haute 
fréquence de ces mêmes neurones, entraîne la libération de VIP qui va agir  directement sur 
les vaisseaux et induire une forte vasodilatation sans sécrétion de salive (Lundberg, 1996). 
Dans les neurones dopaminergiques l’expression de différents peptides a été rapportée tels 
que la cholécystokinine (Hokfelt et al., 1980) et la neurotensine (Hokfelt et al., 1984).  
 
 
2.2. Présence de 2 neurotransmetteurs classiques 
Un des concepts les plus surprenants dans la co-transmission a été mis en évidence 
par des études qui ont démontré la présence de 2 neurotransmetteurs à action rapide dans le 
même neurone. La première démonstration a  été faite en 1973 avec la découverte de la 
libération d’ATP au niveau de la jonction neuromusculaire suite à la stimulation électrique 
de fibres motrices cholinergiques (Silinsky & Hubbard, 1973). A la jonction 
neuromusculaire, il a été montré également que l’ATP pouvait être libérée par des 
terminaisons noradrénergiques des nerfs sympathiques, dont la stimulation entraîne la 
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libération d’ATP qui induit des potentiels excitateurs via l’ATP sur l’élément post-
synaptique tandis que la noradrénaline active un système de seconds messagers et produit 
peu de changement de potentiel de membrane (Burnstock, 1990). Par la suite de 
nombreuses études ont montré la présence d’ATP dans d’autres neurones du système 
nerveux central, tel qu’avec la noradrénaline dans les fibres sympathiques du système 
végétatif (Ventura et al., 203), ou encore avec le GABA dans certains neurones de 
l’hypothalamus (Labrakakis et al., 2003) et de la moelle épinière (Jo & Schlichter, 1999). 
Cette double expression de neurotransmetteurs confère aux neurones une variété de mode 
d’action. Un des faits intéressants de cette colocalisation de l’ATP est que sa libération et 
son action diffère suivant les neurones qui la contiennent. Dans le cas des neurones 
sympathiques qui innervent la prostate, la stimulation à faible fréquence entraîne la 
libération d’ATP alors que la relâche de noradrénaline nécessite une haute fréquence de 
stimulation (Ventura et al., 2003). Dans un modèle in vitro  de neurones hypothalamiques, 
il a été montré que la libération d’ACh exerçait une action régulatrice sur la libération 
d’ATP via une action sur des récepteurs pré-synaptiques (Jo & Role, 2002). Enfin on peut 
noter aussi qu’à la jonction neuro-musculaire, l’ATP relâchée par les motoneurones facilite 
les actions nicotiniques de l’ACh (Burnstock, 1990). Dans la région CA1 de l’hippocampe 
la libération d’ATP va faciliter l’action du glutamate sur les récepteurs NMDA et favoriser 
l’établissement de la potentialisation à long terme (Fujii et al., 2002). 
D’autres neurotransmetteurs classiques sont colocalisés dans les mêmes neurones. 
Des marquages immunohistochimiques ont montré la présence de glycine et de GABA, 2 
neurotransmetteurs à action inhibitrice, dans les neurones de la moelle épinière de rat (Todd 
& Sullivan, 1990). Des études ont par la suite montré que le GABA et la glycine pouvaient 
être co-exprimés et libérés par des neurones moteurs de la moelle épinière de rats nouveaux 
nés, par des interneurones sacrés, ainsi que par  interneurones spinaux et du tronc cérébral 
(Jonas et al., 1998; Wu et al., 2002). Ces deux molécules ont en outre la capacité d’être 
reconnues par le même transporteur vésiculaire : le transporteur vésiculaire des acides 
aminés inhibiteurs (VIAAT en anglais pour  « vésicular inhibitory amino acid 
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transporter »), et sont donc retrouvées dans les mêmes vésicules et libérés en même temps 
(Sagné et al., 1997; Wojcik et al., 2006). 
Mais un fait plus surprenant fut la démonstration de la présence de GABA et de 
glutamate, 2 molécules dont l’action est considérée pour être opposée dans les animaux 
adultes. Cette colocalisation a été retrouvée dans les fibres moussues provenant de 
l’hippocampe qui projettent au niveau du striatum  et dans la région de CA3 de 
l’hippocampe de rats et de singes (Ottersen & Storm-Mathisen; 1986; Sandler & Smith, 
1991). À l’aide d’anticorps spécifiques, Sandler et Smith ont montré la présence de GABA 
dans les terminaisons synaptiques asymétriques des fibres moussues sur les neurones 
pyramidaux de CA3. Toutefois, la démonstration que les fibres moussues pouvaient 
produire du GABA est survenue plus tard suite à la mise en évidence dans les cellules 
granulaires de la présence de l’ARNm de l’enzyme de synthèse, l’isoforme 67 de la 
décarboxylase de l’acide glutaminique (GAD67) (Slovilter et al., 1996). Les ARNm des 
enzymes de synthèse GAD 65 et GAD67 ont aussi été retrouvés dans les cellules 
granulaires de rats et de singe (Slovilter et al., 1996). 
Enfin, on peut souligner la présence d’ACh dans des neurones sérotoninergiques 
chez deux types d’invertébrés, l’aplysie et l’Hélix aspersa (Brownstein et al., 1974; Cottrell, 
1976). Par ailleurs, une étude a montré la présence de glutamate dans la majorité des 
neurones cholinergiques du proencéphale, par immunoréactivité contre l’enzyme de 
synthèse la glutaminase phospho-activée (PAG de l’anglais « phosphate activated 
glutaminase ») chez le rat (Manns et al., 2001). 
Chez les invertébrés, le GABA et la dopamine sont colocalisés dans une sous-
population d’interneurones à l’intérieur du générateur central de patron contrôlant le 
comportement de prise d’aliments chez l’Aplysie (Diaz-Rios et al., 2002). Des études 
similaires menées sur des tranches de cerveau de rats ont montré que près de 10% des 
neurones dopaminergiques situés à la jonction entre l’ATV et la SNc contenaient les 
ARNm de la l'enzyme de synthèse du GABA, la GAD67 (Gonzales-Hernandez et al., 
2001). Toutefois la libération de GABA par des cellules dopaminergiques n’a pas été 
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rapporté, ni l’expression du transporteur vésiculaires des acides aminés inhibiteurs 
nécessaire pour l’empaquetage dans les vésicules. Ces données suggèrent seulement que 
ces neurones ont la capacité de synthétiser du GABA.  
Notons aussi que des cas de colocalisation de neurotransmetteurs classiques ont été 
observés dans d’autres contextes où il est plus approprié de parler de « fausse 
cotransmission ». Ce phénomène survient quand une substance non synthétisée par un 
neurone peut être captée par ce même neurone et ensuite relâchée synaptiquement avec le 
neurotransmetteur normal. La co-expression de transporteurs de neurotransmetteurs 
différents peut entraîner ce phénomène (Raiteri et al., 2002). Il a aussi été montré que 
l’accumulation de sérotonine et de dopamine dans certaines régions du cerveau pouvait 
entraîner la recapture par les mêmes terminaisons par l’intermédiaire des DATs. Comme la 
sérotonine et la dopamine utilisent le même transporteur vésiculaire (VMAT2), elles vont 
ensuite être relâchées ensemble suite à la stimulation du neurone (Zhou et al., 2005; voir 
Dal Bo & Trudeau, 2005). 
 
 
2.3. Changement de phénotype observé dans certains neurones 
Un aspect particulièrement intéressant de la co-transmission est la notion que le 
phénotype d’un neurone puisse être modifié en fonction de son activité électrique ou 
métabolique. Par exemple, une stimulation induite par de l’acide kaïnique entraîne une 
élévation de l’ARNm de GAD67  dans les neurones granulaires de l’hippocampe 
(Schwazer & Sperk, 1995). Il a aussi été montré qu’une stimulation de longue durée 
entraîne l’augmentation de l’ARNm de GAD65 et 67 ainsi que des protéines 
correspondantes dans les cellules granulaires (Sloviter et al., 1996). Cette réactivation du 
phénotype GABAergique par les cellules granulaires est démontrée par l’enregistrement de 
courants inhibiteurs post-synaptiques (IPSC) suite à la stimulation électrique dans les 
neurones de CA3 (Gutierrez, 2000). L’observation de la réponse inhibitrice nécessite la 
présence de bloqueurs glutamatergiques pour bloquer la partie excitatrice qui est plus 
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grande que la réponse inhibitrice. En plus, la réponse inhibitrice est observable dans les 
animaux plus jeunes (Gutierrez, 2002) mais pas chez les animaux plus agés même en 
présence de bloqueurs des récepteurs glutamatergiques. Toutefois, chez les animaux 
adultes, un protocole de stimulation répétitif de type « kindling », mimant une crise 
d’épilepsie, peut entraîner une augmentation de la composante GABAergique des courants 
synaptiques des fibres moussues, ainsi qu’une élévation de la protéine GAD67 observée en 
immunomarquage (Gutierrez, 2002). 
Finalement, une plasticité de la cotransmission peut aussi survenir au cours du 
développement, dans le vieillissement, suite à un choc traumatique, ou en réponse à certains 
facteurs neurotrophiques. Par exemple, la différenciation cholinergique des neurones 
parasympathiques peut être influencée par le BDNF, alors que le NGF entraîne la 
différenciation en neurones noradrénergiques (Brodski et al., 2002). Enfin, un changement 
de la transmission noradrénergique en cholinergique a été démontrée suite à l’application 
de BNDF sur les neurones sympathiques (Landis, 2002). 
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PARTIE 3 : Le Glutamate 
 
3.1. Généralités  
Le glutamate est un acide aminé non essentiel qui se retrouve dans la constitution 
des protéines. Bien que le glutamate ne traverse pas la barrière hémato-encéphalique, il est 
retrouvé dans le système nerveux central en grande quantité, où il joue un rôle de 
neurotransmetteur excitateur. En fait, c’est le neurotransmetteur qui est le plus représenté 
dans le système nerveux central. De plus, le glutamate est le précurseur du GABA. En tant 
que neurotransmetteur, le glutamate agit sur deux groupes de récepteurs. Des récepteurs 
ionotropes, qui sont des canaux ioniques dont l'ouverture dépend de la liaison du ligand et 
sur lesquels la liaison du glutamate engendre une réponse excitatrice rapide. Des récepteurs 
métabotropes, qui sont couplés à une protéine G et sur lesquels le glutamate exerce une 
action modulatrice lente. 
 
3.1.1. Synthèse du glutamate 
      L’évidence que le glutamate joue un rôle de neurotransmetteur excitateur a été 
démontré en 1959, par l’enregistrements de réponses excitatrices suite à son application sur 
des neurones de la moelle épinière (Curtis et al., 1959). Le glutamate est le principal 
neurotransmetteur excitateur dans le SNC, et correspond aux critères nécessaires pour agir 
comme un neurotransmetteur : il est emmagasiné dans des vésicules synaptiques, une 
stimulation électrique provoque sa libération, sa libération entraîne une réponse post-
synaptique excitatrice, et son action est arrêté par un mécanisme de recapture (Monaghan et 
al., 1989).  
Le glutamate est synthétisé principalement à partir de la glutamine, mais dans les 
neurones il peut aussi être synthétisé à partir de l'aspartate dans les terminaisons axonales 
(Figure 5). Les cellules gliales capturent le glutamate présent dans le milieu extracellulaire 
par leurs transporteurs d’acides aminés excitateurs (EAAT pour « excitatory amino acid 
transporter » en anglais). La glutamine synthétase transforme le glutamate en glutamine qui 
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ensuite va être capturée par les neurones exprimant des transporteurs de la glutamine 
(Höltje et al. 2008). La glutamine est aussi la molécule de départ pour la synthèse du 
GABA. La glutaminase est l’enzyme limitante de synthèse du glutamate qu’elle produite en 
enlevant le groupe ammoniaque de la glutamine. La glutaminase est une enzyme 
mitochondriale, et est retrouvée dans plusieurs types de cellules dont les cellules gliales. 
Dans les neurones, elle est plus exprimée dans les terminaisons axonales dû à la présence 
de nombreuses mitochondries.  
Dans le système nerveux des vertébrés, les synapses glutamatergiques se font 
principalement sur les épines dendritiques d’autres neurones. Elles forment des synapses 
asymétriques dites de type I. En microscopie électronique, on observe un épaississement de 
la membrane post-synaptique dû à la forte présence de protéines post-synaptiques. 
 
 Figure 5 : Représentation schématique de la synthèse du glutamate au 
niveau des terminaisons axonales (image modifiée à partir de 
http://neurobranches.chez-alice.fr/images/imagesneurophy/glutamate.gif) 
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3.1.2. Récepteurs glutamatergiques 
On dénombre 2 groupes de récepteurs glutamatergiques, les ionotropes et les 
métabotropes. Les récepteurs ionotropes sont des récepteurs qui forment des canaux 
ioniques. Le glutamate agit sur trois sous-types de récepteurs ionotropes, qui ont été 
différenciés suivant leur liaison à certains agonistes : les récepteurs NMDA (activé par le 
N-méthyl-D-aspartate), AMPA (activés par le a-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-
isoxazolepropionate) et Kaïnate. Les autres récepteurs activés par le glutamate sont de type 
métabotrope, qui comme les récepteurs dopaminergiques sont couplés à des protéines G.  
 
Récepteurs ionotropes 
 
Les récepteurs de type NMDA 
Les récepteurs NMDA sont des canaux perméables à plusieurs cations monovalents 
et divalents. La liaison du glutamate sur ces récepteurs entraîne l’entrée dans le neurone de 
sodium et calcium. Leur activation va donc engendrer des réponses excitatrices dites 
tardives. Au niveau structural, les récepteurs NMDA sont formés d’un assemblage de cinq 
sous-unités NR1 et NR2, qui forment un canal au centre pour laisser passer les ions. Pour 
être actif, il faut que les récepteurs NMDA possèdent au moins une sous-unité NR1. 
Lorsque la membrane du neurone est au potentiel de repos, les récepteurs NMDA sont 
inactifs. Les récepteurs NMDA sont dépendants du voltage ; pour être activés ils 
nécessitent une dépolarisation préalable de la membrane plasmique (Monaghan et al., 
1989). La dépolarisation initiale libère le site de liaison au magnésium présent dans la 
partie centrale des récepteurs (Nowak et al., 1984). La libération du magnésium permet 
l’activation des récepteurs et l’entrée subséquente des ions sodiques et calciques. L’entrée 
d’ions sodiques accentue la dépolarisation et donc l’activation d’un plus grand nombre de 
récepteurs NMDA. L’entrée de calcium va entraîner l’activation de protéines kinases qui 
peuvent moduler l'excitabilité des récepteurs NMDA, ainsi qu’une cascade d’autres 
événements intracellulaires. Ces deux processus sont les éléments qui sous-tendent 
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l’apparition de la potentialisation à long terme (PLT) (Kennedy, 1999 ; Lisman, 2003). La 
PLT a été mise en évidence au  début des années 70 dans l’hippocampe, et représente une 
augmentation de l’efficacité synaptique qui peut durer plusieurs jours, et qui  est à la base 
des mécanismes de mémoires (Bliss & Lomo, 1973). En plus des sites de liaison au 
glutamate et au magnésium, les récepteurs NMDA possèdent un site de liaison pour la 
glycine. La fixation de la glycine potentialise les effets des récepteurs, augmente son 
affinité pour le glutamate, et semble être nécessaire à son activation (Monaghan et al., 
1989). En plus du magnésium, d’autres molécules peuvent inhiber les récepteurs NMDA. 
Entre autres, des antagonistes compétitifs comme le 2-amino-5-phosphovalérate (AP5) qui 
bloque la liaison du glutamate, et des antagonistes non-compétitifs tels que le PCP, qui se 
lie à l’intérieur du canal (Monaghan et al., 1989 ; Honore et al., 1987). L’utilisation d’AP5 
tritié a permis de mener les études de distribution des récepteurs NMDA. Ces récepteurs 
sont retrouvés sur la majorité des synapses glutamatergiques dans l’ensemble du SNC 
(Olverman et al. 1988). De part leur distribution ubiquitaire, ils jouent un rôle important 
dans l'intégration du signal excitateur, mais sont aussi impliqués dans de nombreuses 
fonctions incluant : la neurotoxicité induite par le calcium (Arundine & Tymianski, 2003), 
la régulation de la prolifération cellulaire et la maturation de l’arborisation des neurones 
(Balazs, 2006; Suzuki et al., 2006). 
 
Les récepteurs de type AMPA  
Les récepteurs de type AMPA, aussi appelés récepteurs quisqualate, sont composés 
d’un assemblage de cinq sous-unités GluR1-4, qui forment un canal perméable 
principalement aux ions sodium. Ils comprennent en majorité des sous-unités GluR2 qui 
s’associent avec les sous-unités GluR1 ou GluR3. Il en résulte une grande variété 
d’organisations qui leurs procurent des différences de sensibilité au glutamate, ou dans la 
conductance aux ions sodiques (Sommer et al. 1990 ; Luscher & Frerking, 2001; Song & 
Huganir, 2002). Par marquage radioactif avec une molécule AMPA tritiée, il a été montré 
que, comme les récepteurs NMDA, les récepteurs AMPA sont largement distribués dans le 
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système nerveux central (Monaghan et al., 1989). On les retrouve fortement exprimés dans 
les couches corticales externes, la région CA1 de l’hippocampe, et aussi dans la couche 
moléculaire du cervelet (Monaghan et al., 1989). Ils sont généralement retrouvés sur les 
éléments post-synaptiques et sont considérés comme les récepteurs prédominants dans la 
transmission excitatrice rapide (Shi et al., 1999). On peut aussi trouver des récepteurs 
AMPA sur les éléments pré-synaptiques, où ils vont exercer une action régulatrice de la 
libération d’autres neurotransmetteurs (Bureau & Mulle, 1998). Les récepteurs AMPA sont 
bloqués par des antagonistes compétitifs tels que le 6,7-dinitroquinoxaline-2,3-dione 
(DNQX) et le 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione (CNQX). Le blocage des récepteurs 
AMPA n’est pas sélectif puisque même à des faibles concentrations, ces antagonistes 
agissent aussi sur les récepteurs kaïnate (Monaghan et al., 1989). Les récepteurs AMPA 
sont impliqués dans d’autres fonctions physiologiques dans le SNC. Comme les récepteurs 
NMDA, ils sont exprimés tôt dans les neurones embryonnaires et jouent plusieurs rôles 
dans la maturation neuronale. Entre autres, dans le contrôle de la prolifération puisqu’il a 
été montré que leur blocage permet d’augmenter le nombre de cellules précurseures dans la 
rétine (Martins et al., 2006), et que l’absence d’expression des sous-unités GluR1 inhibe la 
prolifération de cellules cancéreuses (de Groot et al., 2008). Les récepteurs AMPA jouent 
aussi un rôle important dans la morphogénèse des dendrites. Il a été montré que la sous-
unité GluR1 favorise la croissance des dendrites dans les neurones moteurs de la moelle 
épinière (Zhang et al. 2008; Zhou et al., 2008).  
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Les récepteurs de type Kaïnate  
Les récepteurs kaïnate sont très proches des récepteurs AMPA 
pharmacoligiquement. Ils sont activés par le glutamate et le kaïnate, et sont bloqués par le 
DNQX et CNQX. Les récepteurs kaïnate forment des tétramères et diffèrent des récepteurs 
AMPA par les sous-unités qui les composent. On retrouve cinq sous-unités : GluR5-7, KA1 
et KA2. On retrouve différents assemblages des sous-unités, mais les sous-unités KA1 et 2 
ne peuvent être fonctionnelles qu’avec des sous-unités GluR. L’activation des récepteurs 
kaïnate permet l’entrée d’ions sodiques dans les neurones. Ils sont exprimés dans 
l’ensemble du cerveau. Les études de radio-marquage avec du kaïnate tritié ont montré que 
ces récepteurs sont plus fortement exprimés dans les couches corticales profondes, dans le 
striatum, dans le thalamus et dans le mésencéphale (Monaghan et al., 1989). Tout comme 
les récepteurs AMPA, les récepteurs kaïnate sont retrouvés sur les éléments post-
synaptiques et sont responsables de la transmission excitatrice rapide indépendante du 
voltage (Monaghan et al., 1989). On peut en retrouver aussi sur les éléments présynaptiques 
où ils vont jouer un contrôle de la libération de neurotransmetteurs (Lauri et al., 2006). Les 
récepteurs kaïnate jouent aussi un rôle dans d’autres fonctions incluant : un rôle inhibiteur 
sur la motilité des axones hippocampiques en culture (Ibarretxe et al., 2007 ; Tashiro et al., 
2003), dans l’excitotoxicité glutamatergique (King et al., 2007) , et dans le contrôle de la 
migration neuronale (Platel et al., 2008). De manière intéressante, l’activation des 
récepteurs kaïnate semble promouvoir la motilité des filipodes dans les neurones plus 
immatures, ce qui permettrait l’établissement de contacts lors de la synaptognénèse (Olsen 
et al., 2007 ; Tashiro et al., 2003). 
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Récepteurs métabotropes 
     Les récepteurs métabotropes du glutamate (mGluRs) sont des récepteurs couplés aux 
protéines G. Ce sont donc des protéines à 7 domaines transmembranaires. Il existe au moins 
8 mGluRs différents nommés mGluR1-8 qui sont répartis dans trois groupes principaux en 
fonction de leur homologie de séquence, de leur pharmacologie et des protéines G 
auxquelles ils sont couplés. Le groupe I comprend les récepteurs mGluR1 et mGluR5 : ils 
sont couplés à des protéines Gq qui vont activer la phospholipase C, ce qui entraîne par la 
suite une série d’événements menant à l’activation de la protéine kinase C. Le groupe II 
inclut les récepteurs mGluR2 et mGluR3 et le groupe III les récepteurs mGluR4, mGluR6, 
mGluR7 et mGluR8. Ces récepteurs sont couplés à une protéine Gi/Go et vont donc inhiber 
l'adénylate cyclase (Conn & Pin, 1997). Le rôle des récepteurs métabotropes est encore peu 
connu et dépendrait de leur localisation, présynaptique ou postsynaptique, et des protéines 
G auxquelles ils sont couplés. Il a été reporté que les mGluRs du groupe I et II joueraient 
un rôle protecteur dans l’excitotocité glutamatergique et faciliteraient la neurogénèse et la 
survie neuronale (Baskys et al., 2005 ; Brazel et al., 2005 ; Luyt et al., 2006), ainsi que 
l’élongation des axones (Koyama et al., 2002 ; Plenz & Kitai, 1998). 
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3.1.3. Localisation des neurones glutamatergiques dans le SNC et limites de 
l’identification 
  Bien que le glutamate soit largement étudié, et est considéré comme le principal 
neurotransmetteur excitateur, l’identification des neurones dits glutamatergiques a 
longtemps été sujette à confusion. Comme nous l’avons vu précédemment, le glutamate est 
synthétisé par la glutaminase dans les mitochondries des structures présynaptiques avant 
d’être emmagasiné dans des vésicules synaptiques. Toutefois, les premières études de 
détection des neurones glutamatergiques à l’aide d’anticorps dirigés contre le glutamate, ou 
la glutaminase, ou encore les EAATs, n’ont pas permis d’assurer la spécificité du caractère 
glutamatergique d’une cellule. En effet, le glutamate et les EAATs sont aussi retrouvés 
dans les cellules gliales, et les neurones GABAergiques, et la glutaminase est retrouvée elle 
aussi dans les neurones GABAergiques (Kaneko & Mizuno, 1994; Kaneko & Fujiyama, 
2002). 
 
  
43
 
3.2. Transporteurs Vésiculaires du glutamate 
 
3.2.1. Découverte 
 Pour être libéré par exocytose, le glutamate doit être emmagasiné dans des vésicules 
synpatiques via un un transporteur vésiculaire spécifique. Les transporteurs vésiculaires du 
glutamate (VGLUTs) n’ont été identifiés que très récemment. Ces transporteurs sont au 
nombre de 3, appelés VGLUT1-3. Les VGLUTs confèrent une nouvelle possibilité 
d’identification des neurones glutamatergiques. Le glutamate va être incorporé dans les 
vésicules synaptiques sous l’action d’un gradient de proton tel que retrouvé pour les autres 
neutrotransmetteurs (Gasnier et al., 2000; Gras et al., 2008; Mason et al., 1999) 
Un transporteur a été cloné en 1994 sous le nom de transporteur de phosphate 
inorganique dépendant du Na+ (BNPI pour « Brain specific Na+-dependent inorganic 
transporter » en anglais) (Ni et al., 1994). Le BNPI a par la suite été montré pour être 
fortement exprimé dans le cerveau, plus particulièrement sur les vésicules des synapses 
excitatrices (Bellocchio et al., 1998, 2000). Des expériences de transfections de BNPI dans 
des neurones GABAergiques en culture ont montré que l’expression de cette protéine 
conférait aux neurones la possibilité de libérer du glutamate (Takamori et al., 2000). Ceci a 
été démontré par l’enregistrement de courants post-synaptiques excitateurs rapides sur les 
neurones cibles, réponses qui pouvaient être bloquées par des antagonistes des récepteurs 
AMPA et NMDA (Takamori et al., 2000). Ces expériences ont constitué la première 
démonstration que le BNPI agissait comme un transporteur spécifique du glutamate dans 
les vésicules synaptiques. Celui-ci a par la suite été renommé VGLUT1. Peu de temps après 
la découverte du BNPI/VGLUT1, le deuxième transporteur a été cloné grâce à sa forte 
homologie avec VGLUT1, appelé Le DNPI (de l’anglais « differentiation-associated Na+-
dependent inorganic phosphate transporter »), DNPI possède 82% de similitude avec le 
BNPI, et est lui aussi retrouvé fortement exprimé dans les terminaisons axonales dans le 
cerveau (Hisano et al., 2000; Fujiyama et al., 2001). Enfin, un troisième transporteur a été 
identifié plus récemment et nommé VGLUT3. Il présente une forte homologie avec les 2 
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premiers transporteurs VGLUT1 (72%) et VGLUT2 (75%). Cependant, contrairement aux 
deux autres, son expression dans le cerveau est rare et n’est pas retrouvé seulement dans les 
terminaisons mais aussi dans les dendrites et les corps cellulaires de certains des neurones 
qui l’expriment (Gras et al., 2002). L’expression de VGLUT1 et/ou VGLUT2 confère à la 
cellule la capacité de libérer du glutamate : ces transporteurs sont donc devenus des outils 
pour identifier les neurones glutamatergiques avec une grande précision. 
 
 
3.2.2. Localisation des transporteurs 
 Les transporteurs vésiculaires du glutamate sont donc principalement exprimés dans 
les terminaisons axonales, spécialement pour VGLUT1 et 2. Donc, pour étudier la 
distribution des neurones qui expriment ces transporteurs des études ont dû se concentrer 
sur l’expression des ARNm codant pour ces transporteurs.  
La distribution des ARNm de VGLUT1 et VGLUT2 a été étudiée par hybridation in 
situ afin de localiser les populations neuronales qui expriment ces transporteurs. Il existe 
une complémentarité de distribution des ARNm a été retrouvée dans l’ensemble du cerveau 
(Figure 6). Les ARNm de VGLUT1 sont principalement retrouvés dans les cortex 
cérébraux et cérébelleux, et l’hippocampe, tandis que ceux de VGLUT2 sont eux retrouvés 
dans les noyaux hypothalamiques, thalamiques, diencéphaliques, et dans le tronc cérébral 
(Hisano et al., 2000; Herzog et al., 2001; Fremeau et al., 2001; Varoqui et al., 2002; 
Kaneko & Fujiyama 2002; Kaneko et al, 2002). Enfin, on peut noter que certaines 
population des neurones corticaux et thalamiques expriment les ARNm des 2 transporteurs 
(Herzog et al., 2001; Boulland et al., 2004). 
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Les premières études immunohistochimiques ont montré que l’expression des 
protéines de VGLUT1 et VGLUT2 était largement répandue dans le cerveau de rats adultes 
(Figure 7). Ces deux transporteurs sont retrouvés dans des terminaisons asymétriques dans 
l’ensemble du système nerveux central, mais il existe une certaine ségrégation de 
l’expression des protéines dans certaines zones. VGLUT1 est plus fortement exprimé que 
VGLUT2 dans les structures corticales, telles que les cortex cérébraux et cérébelleux, les 
couches II et III du néo-cortex, et aussi l’hippocampe. VGLUT2 est plus abondant que 
VGLUT1 dans les structures dites plus profondes ou sous-corticales telles que le thalamus, 
l’hypothalamus, le diencéphale, le gyrus denté, le télencéphale, le tronc cérébral (Herzog et 
al., 2001; Fujiyama et al., 2001; Fremeau et al., 2001; Varoqui et al., 2002).  
Figure 6 : Photos comparatives de la distribution des ARNm VGLUT1 (A, C, E, G) et 
VGLUT2 (B, D, F, H) dans le cerveau de rats adultes (tiré de Herzog et al., 2001). 
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L’expression de VGLUT3 est quand à elle bien différente. D’une part, la protéine 
est retrouvée dans le corps cellulaires et les dendrites des neurones qui l’expriment 
(Fremeau et al., 2002; Gras et al., 2002; Schaffer et al., 2002), et d’autres part, une faible 
expression est retrouvée dans le cerveau. Fait intéressant, son expression est retrouvée dans 
des neurones considérés jusqu’ici comme non glutamatergiques tels que des interneurones 
cholinergiques du striatum, les neurones sérotoninergiques du raphé, et les cellules en 
panier (« basket » en anglais) GABAergiques dans l’hippocampe (Fremeau et al., 2002, 
Gras et al., 2002, Herzog et al., 2004). L’expression dans ces cellules est d’autant plus 
intéressante car elle soulève la question de la co-libération de 2 neurotransmetteurs par un 
même neurone. L’expression de VGLUT3 dans les compartiments somatiques et 
dendritiques suggère une possible action dans la libération somato-dentritiques de 
glutamate (Fremeau et al., 2002). 
Enfin, on peut noter aussi l’expression des 3 transporteurs vésiculaires dans les 
cellules gliales mise en évidence par immunomarquage et RT-PCR sur cellule unique à 
partir d’astrocytes en culture ou prélevés directement in vivo (Morimoto et al., 2003; Zhang 
et al., 2004; Montana et al., 2004; Bezzi et al., 2004). Ceci suggère que in vitro, les 
astrocytes auraient la capacité d’emmagasiner et de libérer du glutamate (Montana et al., 
2004).  
Figure 7 : Photos de l’immunoréactivité de VGLUT1 (gauche) et VGLUT2 
(droite) dans le cerveau de rats adultes (tiré de Herzog et al., 2001). 
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3.2.3. Régulation des VGLUTs 
 L’expression des VGLUTs est sujette à de nombreux changements. Au cours du 
développement, une régulation différentielle dans l’expression de VGLUT1 et 2 se fait au 
cours de la maturation du système nerveux central. Des études de Northern blot ont montré 
que dans les cerveaux d’embryons de rats, les ARNm de VGLUT2 prédominaient tout au 
long de la période embryonnaire, tandis que les ARNm de VGLUT1 étaient plus fortement 
exprimés après la naissance (Boulland et al., 2004). Ces résultats suggèrent une plasticité 
dans l’expression de ces transporteurs, mais sont aussi en accord avec la maturation 
normale du cerveau. Les structures corticales se développent plus tardivement que les 
structures profondes. Cette plasticité de l’expression des VGLUTs est retrouvée aussi dans 
les cerveaux matures. Par exemple, dans le cerveau de patients schizophrènes, le niveau des 
ARNm de VGLUT1 est diminué dans le cortex préfrontal (Eastwood & Harrison, 2005), le 
niveau des ARNm de VGLUT2 est augmenté dans le thalamus (Smith et al., 2001), tandis 
que l’expression de la protéine est augmentée dans l’hippocampe (Talbot et al., 2004). Dans 
le cerveau de patients Parkinsoniens, l’expression des protéines VGLUT1 et 2 est 
augmentée dans le striatum dorsal, tandis que l’expression de VGLUT1 est diminuée dans 
les cortex préfrontal et temporal (Kashani et al., 2007). Enfin, dans une autre pathologie, la 
maladie d’Alzheimer, les niveaux d’expression de VGLUT1 sont diminués dans les cortex 
pariétal et occipital (Kirvell et al., 2006). Toutefois, ces variations d’expression des 
protéines VGLUT1 et 2 dans ces pathologies ne sont pas nécessairement des causes 
directes de la maladie. Ils pourraient représenter une réponse secondaire  à l’effet des 
médicaments pris par les patients. En effet, des études menées sur des rats ont montré que 
certains médicaments pouvaient moduler l’expression des VGLUTs. L’utilisation 
d’antidépresseurs tels que la désipramine, un bloqueur de la recapture de la noradrénaline et 
de la sérotonine, entraine une augmentation de l’expression de l’ARNm de VGLUT1 dans 
l’hippocampe, le gyrus dentelé et le cortex préfrontal, et des augmentations de l’expression 
des protéines VGLUT1 et 2 dans les structures thalamiques (Moutsimilli et al., 2005). On 
peut aussi noter que l’injection unilatérale de 6-OHDA dans le striatum de rats adultes 
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entraine une forte augmentation de l’expression de l’ARNm de VGLUT2 dans le noyau 
parafascicullaire (Aymerich et al., 2006), structure dépourvue de neurones 
dopaminergiques. Cette réactivité pourrait traduire un phénomène plastique attestant de 
l’activité des neurones glutamatergiques suite à un choc traumatique. Dans le même ordre 
d’idée, la répétition d’électrochocs modifie l’expression de l’ARNm de VGLUT1 dans le 
gyrus dentelé et le cortex de rats (Tordera et al., 2005). L’expression de ces transporteurs 
est finement régulée, et sujette à de nombreuses variations suivant des perturbations de 
l’homéostasie des neurones les exprimant.  
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PARTIE 4 : Expression des VGLUTs dans les neurones mono-aminergiques. 
 
  
4.1. Présence de glutamate dans les neurones monoaminergiques 
Les neurones mono-aminergiques contiennent différentes substances qu’ils peuvent 
libérer en plus de leur neurotransmetteur classique. Des études ont suggéré que du 
glutamate était retrouvé dans les neurones dopaminergiques et sérotoninergiques. En effet 
des marquages immunohistochimiques ont montré une réactivité pour le glutamate dans les 
neurones à dopamine de la substance noire et à sérotonine du raphé (Storm-Mathisen et al., 
1983; Ottersen & Storm-Mathisen, 1984). Par la suite, des études utilisant un double 
immunomarquage contre la glutaminase et différents marqueurs catécholaminergiques ont 
confirmé les résultats de ces premières études, en montrant la présence de cette enzyme 
dans les neurones à dopamine mésencéphaliques, à sérotonine du raphé dorsal et à 
noradrénaline dans le locus coeruleus (Kaneko et al., 1990; Sulzer et al., 1998). Des 
enregistrements électrophysiologiques ont montré que près de 60% des neurones 
sérotoninergiques isolés en culture libéraient du glutamate aux contacts autaptiques qu’ils 
forment sur leur arborisation somato-dendritique. Des réponses autaptiques excitatrices 
rapides sont enregistrées suite à la dépolarisation du neurone, et ces réponses sont bloquées 
par des antagonistes des récepteurs glutamatergiques (Johnson, 1994). Les mêmes réponses 
ont été enregistrées sur des neurones dopaminergiques isolés mis en culture, ou près de 
75% des neurones enregistrés libéraient du glutamate (Sulzer et al., 1998). Les réponses 
excitatrices rapides sont bloquées par des antagonistes des récepteurs AMPA et NMDA du 
glutamate. Des réponses similaires ont été retrouvées dans un système de co-culture de 
neurones dopaminergiques avec des neurones GABAergiques du noyau accumbens sur 
lesquels des réponses glutamatergiques ont été enregistrées après la stimulation des 
neurones dopaminergiques (Joyce & Rayport, 2000).  Plus récemment encore, des réponses 
excitatrices rapides ont été enregistrées dans le noyau accumbens suite à la stimulation 
électrique dans l'ATV (Chuhma et al., 2004). Ceci a été réalisé en utilisant des tranches de 
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cerveau de souris génétiquement modifiées pour exprimer une protéine de reconnaissance 
fluorescente sous le contrôle du promoteur des DATs, afin de localiser les neurones 
dopaminergiques. Ces réponses en plus d'êtres bloquées par des antagonistes 
glutamatergiques étaient inhibées par l'application d'un agoniste des récepteurs D2 au 
niveau du site de stimulation suggérant que la libération de glutamate se fait à partir de 
neurones dopaminergiques de l’ATV. 
 
 
4.2. Colocalisation de VGLUTs dans les neurones monoaminergiques 
 La première confirmation du phénotype glutamatergique des neurones 
monoaminergiques a été réalisée par Stornetta et ses collaborateurs. En conjuguant des 
techniques d’hybridation in situ et d’immunomarquage contre la tyrosine hydroxylase 
(TH), enzyme de synthèse de la dopamine retrouvée aussi dans les neurones adrénergiques 
et noradrénergiques, ils ont montré que près de 80% des neurones adrénergiques des 
noyaux C1, C2 et C3, et des neurones noradrénergiques du noyau A2 contenaient les 
ARNm de VGLUT2 (Stornetta et al., 2002a). Ces neurones doublement marqués pour la 
TH et le VGLUT2, innervent principalement le noyau rétrotrapézoïde et des neurones 
préganglioniques contenus dans la moelle épinière (Stornetta et al., 2002b; Rosin et al., 
2006). 
Peu temps de temps après, deux groupes de recherche ont montré la présence de 
VGLUT3 dans les neurones sérotoninergiques par marquage combiné 
immunohistochimique contre la tryptophane hydroxylase, enzyme de synthèse de la 
sérotonine, et hybridation in situ pour détecter l’ARNm de VGLUT3 (Fremeau et al., 2002; 
Gras et al., 2002; Herzog et al., 2004). Des études de marquages immunohistochimiques 
contre VGLUT3 et VMAT2, le transporteur vésiculaire des monoamines (de l’anglais 
« vesicular monoamine transporter ») ont montré la colocalisation des 2 protéines dans 
l’hippocampe de jeunes rats (Boulland et al., 2004). Ces terminaisons n’étaient toutefois 
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pas réactives pour la tyrosine hydroxylase, suggérant qu’elles proviennent de neurones 
sérotoninergiques.  
Toutefois, aucune de ces études n’a permis de démontrer la présence d’un des trois 
transporteurs dans les neurones dopaminergiques du mésencéphale. Une première série 
d’expériences utilisant la techniques de Northern blot a montré que l’ARNm de VGLUT2 
était présent dans la substance noire humaine (Aihara et al., 2000), mais aucune 
confirmation n’a été apporté par hybridation in situ dans les autres articles s’intéressants à 
cette colocalisation. La présence de l’ARNm et de la protéine de VGLUT3 a été suggérée 
dans l’aire tegmentaire ventrale et de la substance noire de rats adultes (Fremeau et al., 
2002). Bien que la présence de la protéine ait été confirmée par la suite (Herzog et al., 
2004), aucune autre étude n’a montré l’expression de l’ARNm de VGLUT3 dans les 
neurones dopaminergiques mésencéphaliques. 
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PARTIE 5 : Problématique et lien avec notre sujet d’étude  
 
 Au début de ma thèse, une des questions principales qui restait en suspens, est quel 
transporteur vésiculaire du glutamate est exprimé dans les neurones dopaminergiques 
expliquant leur capacité à libérer du glutamate? 
Bien que les études menées jusqu’à maintenant n’ont pas rapporté la présence de 
VGLUTs dans les neurones dopaminergiques, de nombreux paramètres et limitations de ces 
travaux doivent être considérés.  
Premièrement l’âge semble être un facteur important; toutes les études ont été 
menées sur des animaux adultes, alors qu’il semble que l’expression des VGLUTs soit 
modulée au cours du développement. Des détections à différents âges prénataux et 
postnataux pourraient permettre de déterminer s’il existe une répression de l’expression des 
VGLUTs dans les neurones dopaminergiques matures.  
Deuxièment, les techniques utilisées jusqu’à présent n’ont pas permis d’exclure la 
possibilité que les neurones dopaminergiques expriment de faibles niveaux d’ARNm des 
VGLUTs. Les immunomarquages réalisés sur les coupes de cerveaux n’ont permis de 
montrer que les zones de projections où se retrouvent la protéine, puisque les VGLUTs ne 
sont généralement pas présents ou détectables dans les corps cellulaire de neurones qui les 
expriment. En utilisant un système de microculture de neurones dopaminergiques qui 
isolent ces neurones, des techniques de double marquage immunocytochimique devraient 
permettre d’identifier si une des protéines VGLUTs est contenue dans les terminaisons 
dopaminergiques.  
De plus, la détection de l’ARNm par hybridation in situ n’a été faite jusqu’à 
maintenant par révélations sur film radiographiques et par marquage simple avec des grains 
d’argent, ne permettant pas d’observer l’expression au niveau cellulaire des VGLUTs dans 
le mésencéphale ventral. Des techniques de double hybridation pour détecter les VGLUTs 
et la tyrosine hydroxylase sont nécessaires pour observer l’expression éventuelle dans les 
neurones dopaminergiques sur les tranches de cerveau. 
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Troisièment, l’expression des VGLUTs semble être modulée par de nombreux 
facteurs pharmacologiques et/ou pathologiques; il se pourrait donc qu’un dérèglement 
physiologique réactive l’expression d’un des transporteurs. L’utilisation d’agents 
pharmacologiques, ou une perturbation de l’homéostasie, pourraient être envisagées afin 
d’observer si l’expression des VGLUTs est modulée dans les neurones dopaminergiques. 
 
En tenant compte de la capacité des neurones dopaminergiques à libérer du 
glutamate en culture, nous suggérons que ces neurones ont la capacité d’exprimer un des 
trois transporteurs vésiculaires du glutamate, ou un quatrième sous-type encore non-
identifié. Comme les premiers résultats obtenus par hybridation in situ sur des animaux 
adultes, nous suggérons que l’expression de transporteur vésiculaire du glutamate doit être 
réprimée dans les animaux adultes mais pourrait être régulée au cours du développement 
cérébral et possiblement être induite de nouveau dans des conditions pathologiques ou 
traumatiques telles que la mise en culture. 
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ABSTRACT 
 
 
Dopamine neurons have been suggested to use glutamate as a cotransmitter. To identify the 
basis of such a phenotype, we have examined the expression of the three recently identified 
vesicular glutamate transporters (VGLUT1-3) in postnatal rat dopamine neurons in culture. 
We find that the majority of isolated dopamine neurons express VGLUT2, but not 
VGLUT1 or 3. In comparison, serotonin neurons express only VGLUT3. Single-cell RT-
PCR experiments confirmed the presence of VGLUT2 mRNA in dopamine neurons. 
Arguing for phenotypic heterogeneity among axon terminals, we find that only a proportion 
of terminals established by dopamine neurons are VGLUT2-positive. Taken together, our 
results provide a basis for the ability of dopamine neurons to release glutamate as a 
cotransmitter. A detailed analysis of the conditions under which DA neurons gain or loose a 
glutamatergic phenotype may provide novel insight into pathophysiological processes that 
underlie diseases such as schizophrenia, Parkinson’s disease and drug dependence. 
 
Key words: dopamine, glutamate, vesicular glutamate transporters, mesencephalon, 
culture. 
Running title: Dopamine neurons in culture express VGLUT2 
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INTRODUCTORY STATEMENT 
 
Although neurons have long been known to have the capacity to release 
neuropeptides in addition to small-molecule neurotransmitters such as acetylcholine, 
glutamate and GABA, the co-release of two different small neurotransmitters by neurons 
has been less extensively investigated. However, data has been provided in support of the 
co-release of acetylcholine and ATP at the neuromuscular junction (Morel and Meunier 
1981), of norepinephrine and acetylcholine by sympathetic neurons (Schweitzer 1987; Fu 
1995; Furshpan et al. 1976) and of GABA and glycine in the brainstem and the spinal cord 
(Russier et al. 2002; Wu et al. 2002). 
 Central monoamine-containing neurons have also recently been proposed to release 
glutamate at synaptic contacts in addition to their standard neurotransmitter. For example, 
isolated serotonin (5-HT)-containing neurons in culture establish glutamate-releasing 
synaptic contacts (Johnson 1994b; Johnson 1994a). A similar observation has been made 
for mesencephalic DA neurons in culture which also establish glutamatergic synapses 
(Sulzer et al. 1998; Bourque and Trudeau 2000; Joyce and Rayport 2000; Rayport 2001; 
Sulzer and Rayport 2000; Congar et al. 2002). 
 The ability of monoamine neurons to release glutamate suggests that these cell’s 
nerve terminals must have the capacity to package and release glutamate from synaptic 
vesicles in addition to DA or 5-HT. The recent cloning of three vesicular glutamate 
transporters, VGLUT1-3 (Ni et al. 1995; Bellocchio et al. 2000; Takamori et al. 2000; 
Takamori et al. 2001; Takamori et al. 2002; Fremeau et al. 2001; Herzog et al. 2001; 
Hayashi et al. 2001; Bai et al. 2001; Gras et al. 2002; Varoqui et al. 2002; Schafer et al. 
2002) provides new molecular phenotypic markers for glutamate-releasing neurons. 
Expression of a VGLUT may be necessary and sufficient to allow synaptic release of 
glutamate. For example, overexpression of VGLUT1 in GABAergic neurons endows these 
cells with the capacity to release glutamate (Takamori et al. 2000). The localization of these 
transporters in the brain has lead to the surprising observation that 5-HT-containing neurons 
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express one of these, namely VGLUT3 (Fremeau et al. 2002; Gras et al. 2002; Schafer et al. 
2002). However, mRNA for none of these transporters appears to be detectable in vivo by 
in situ hybridization in DA-containing neurons of the ventral tegmental area (VTA) or 
substantia nigra (SN) (Fremeau et al. 2001; Gras et al. 2002; Schafer et al. 2002; Herzog et 
al. 2001). However, it should be noted that the presence of VGLUT3 mRNA has been 
suggested by one group (Fremeau et al. 2002), a finding not replicated by others (Gras et al. 
2002; Schafer et al. 2002). Taken together, these findings suggest two possible explanations 
for the ability of DA neurons to release glutamate in culture. A first hypothesis is that these 
neurons express a fourth, currently unidentified vesicular glutamate transporter. An 
alternate hypothesis is that DA neurons possess a normally repressed ability to express one 
of the three cloned VGLUTs, and that this potential is revealed under culture conditions, 
and perhaps under physiopathological conditions. 
 To test these hypotheses, we have used immunocytochemistry and single-cell RT-
PCR to localize and detect VGLUT1-3 in mesencephalic neurons in culture. We find that 
VGLUT2 is expressed in the majority of DA neurons in culture, providing an explanation 
for their ability to release glutamate. 
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EXPERIMENTAL PROCEDURES 
 
Cell culture. Postnatal primary cultures were established from neonatal (P0 to P2) 
Sprague-Dawley rats, as previously described (Congar et al. 2002). Mesencephalic 
dopamine neuron cultures were prepared from small blocs of tissue containing the ventral 
tegmental area and substantia nigra. Serotonin neuron cultures were prepared by dissecting 
a small bloc of tissue containing ventral raphé nuclei. Most experiments were performed on 
“micro-island” cultures in which single or small groups of neurons grow together with a 
small number of pre-established mesencephalic astrocytes on small 100-200 µm diameter 
collagen/poly-L-lysine droplets (Congar et al. 2002). For our experiments, we selected 
single neurons that were confirmed to be dopaminergic by immunocytochemistry for 
tyrosine hydroxylase. Serotonin neurons were identified by immunolabelling against 
tryptophan hydroxylase. Culture medium for neurons was prepared from Neurobasal A 
together with B27 (Invitrogen, Burlington, Ontario) and contained 5% foetal calf serum 
(Hyclone Laboratories, Logan, UT). 
 
Immunocytochemistry. Single DA and 5-HT neurons were respectively identified by 
immunocytochemistry using tyrosine hydroxylase (TH) (1:1000) and tryptophan 
hydroxylase (TRH) (1:250) mouse monoclonal antibodies obtained from Sigma Chemicals 
Co., (St-Louis, MO). In triple-labelling experiments, a goat polyclonal antibody (1:100) 
was used to label TH (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). This antibody was less 
effective than the mouse monoclonal and only permitted the labelling of cell bodies and 
major dendrites. VGLUT1 (1:5000) and VGLUT2 (1:1000) antibodies were polyclonal 
rabbit antibodies and were obtained from Synaptic Systems Gmbh (Göttingen, Germany). 
The VGLUT3 (1:5000) antibody was a kind gift of Dr. S. El Mastikawy (INSERM U513, 
Créteil, France). The SV2 (1:400) and glutamic acid decarboxylase (1:250) antibodies, 
developed by Dr. K.M. Buckley and Dr. D.I. Gottlieb, respectively, were obtained from the 
Developmental Studies Hybridoma Bank maintained by the Department of Biological 
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Sciences, The University of Iowa, Iowa City, IA. Images were captured on an Olympus IX-
50 microscope (Carsen Group, Markham, Ontario) using a point-scanning confocal 
microscope from Prairie Technologies LLC (Madison, WI). Excitation was obtained using 
Argon ion (488 nm) and Helium-Neon (633 nm) lasers. Image stacks were collected with a 
1 µm slice thickness and reconstructed using Metamorph software from Universal Imaging 
Corporation (Downington, PA). Images were deconvolved using a nearest neighbour 
algorithm.  
 
Electrophysiology. Patch-clamp recordings were obtained at room temperature from single 
isolated neurons in whole-cell mode using a PC-505 patch-clamp amplifier (Warner 
Instruments Corporation, Hamden, CT), as previously described (Congar et al. 2002). Data 
was digitized using a Digidata 1200 board and Clampex 7 software from Axon Instruments 
(Foster City, CA). Coverslips were mounted in a recording chamber and perfused with 
saline containing (in mM): NaCl (140), KCl (5), MgCl2 (2), CaCl2 (2), HEPES (10), 
sucrose (6), glucose (10), pH 7.35, 300 mOsm. To evoke synaptic currents, isolated 
neurons, 9 to 14 days old, were depolarized to +10 mV for 1ms, thus generating an 
unclamped action potential that propagated along the axon to activate synapses established 
on the neuron’s own dendrites (autapses). Recorded neurons were confirmed to be 
dopaminergic by post-recording immunocytochemical staining for tyrosine hydroxylase. 
 
Single-cell collection and RT-mPCR. Borosilicate glass tubing were heat-
sterilized and patch pipettes were pulled to a resistance of 4-6MΩ. Recordings were 
obtained from cultured mesencephalic neurons and the cells’ cytoplasm was aspirated as 
previously described (Cauli et al. 1997). The collected cytoplasm was immediately expelled 
into a prechilled PCR microtube containing 15 U Ribonuclease Inhibitor (Takara 
Biomedicals, Otsu, Japan) and 8.3 mM dithiothreitol, mixed, frozen on dry ice, and stored 
at -80°C until use. Reverse transcription was carried out overnight at 42°C in the presence 
of 50 pmoles of random hexamers (Applied Biosystems, Foster City, CA), 1X First Strand 
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Buffer (50 mM Tris-HCl pH 8.3, 75 mM KCl, 3 mM MgCl2), 0.5 mM dNTP, 100 U 
SuperScript II RNase H- Reverse Transcriptase (all from Invitrogen), 20 U Ribonuclease 
Inhibitor and 10 mM dithiothreitol. After the denaturation of the reverse transcriptase at 
70°C, the RNA complementary to the cDNA was removed by incubating 20 min with 2 U 
Ribonuclease H (Takara Biomedicals). For multiplex PCR,  a two-step protocol modified 
from the one we have previously published was used (Puma et al. 2001). Briefly, the whole 
reverse transcription reaction was added to the first-round PCR which contained 10 µl 10x 
PCR buffer, 2 mM MgCl2, 2 U Platinum Taq DNA polymerase (all from Invitrogen), and 
10 pmoles of each of the 5 first-round primer pairs in a final volume of 100 µl. The first 
step of 20 cycles (94°C, 30s; 60°C, 30s; 72°C, 35s) was followed by an identical second 
round of 45 cycles except that specific cDNAs were amplified from 4% of the first round 
products using a single pair of primers in separate PCR microtubes in reactions containing 
200 µM dNTP. The following oligonucleotide primers were used (5' to 3' direction): for 
TH, CTGTCCGCCCGTGATTTTCTGG sense and CGCTGGATGGTGTGAGGGCTGT 
antisense (first round), and GGGGCCTCAGATGAAGAAATTGAAAAA sense and 
AGAGAATGGGCGCTGGATACGA antisense (second round); for VGLUT1, 
CCGGCAGGAGGAGTTTCGGAAG sense and 
AGGGATCAACATATTTAGGGTGGAGGTAGC antisense (first round), and 
TACTGGAGAAGCGGCAGGAAGG sense and 
CCAGAAAAAGGAGCCATGTATGAGG antisense (second round); for VGLUT2, 
TGTTCTGGCTTCTGGTGTCTTACGAGAG sense and  
TTCCCGACAGCGTGCCAACA antisense (first round), and 
AGGTACATAGAAGAGAGCATCGGGGAGA sense and 
CACTGTAGTTGTTGAAAGAATTTGCTTGCTC antisense (second round); for 
VGLUT3,  AGGAGTGAAGAATGCCGTGGGAGAT sense and 
ACCCTCCACCAGACCCTGCAAA antisense (first round), and 
GATGGGACCAACGAGGAGGGAGAT sense and 
TGAAATGAAGCCACCGGGAATTTGT antisense (second round); and for GAD67, 
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TTTGGATATCATTGGTTTAGCTGGCGAAT sense and 
TTTTTGCCTCTAAATCAGCTGGAATTATCT antisense (first and second rounds). All 
primer pairs (custom made by Medicorp, Montréal, Qc, Canada or Invitrogen) were 
designed to flank at least one intron in rat or human genomic sequences according to the 
NCBI GenBank sequence database. Positive controls for all RT-PCR primers were obtained 
using mRNA extracted from adult rat striatum. The presence of TH mRNA (Melia et al. 
1994) and of VGLUT1-2-3 mRNA  (Danik et al. 2003; Gras et al. 2002) in this tissue has 
been demonstrated previously. 
 
Drugs. Except otherwise stated, all drugs and chemicals were obtained from Sigma 
Chemical Co. (St-Louis, MO). 
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RESULTS 
 
Establishment of glutamatergic synaptic contacts by DA neurons. As previously 
reported (Sulzer et al. 1998; Bourque and Trudeau 2000; Congar et al. 2002), isolated DA 
neurons in primary culture establish synaptic terminals that have the capacity to release 
glutamate. Synaptic currents were measured by whole-cell patch-clamp recordings from 
isolated DA neurons (Fig. 1A). DA neurons were identified physiologically by the ability 
of the D2 receptor agonist quinpirole (1 µM) to presynaptically inhibit glutamate-mediated 
excitatory postsynaptic currents (EPSCs) (38,7 +/- 7,6% of control; p < 0.05) (Fig. 1B) 
(Congar et al. 2002). In all such neurons (n= 4), evoked EPSCs were blocked by CNQX (5 
µM), a AMPA-type glutamate receptor antagonist (Fig. 1B). Post-recording 
immunostaining for TH confirmed the DAergic phenotype of all quinpirole-sensitive 
neurons. 
 
Immunolocalization of VGLUT2 in cultured DA neurons. Immunocytochemical 
labelling experiments were performed to determine whether the ability of cultured DA 
neurons to release glutamate is due to expression of one or more of the three recently 
identified VGLUTs. Double-labelling experiments were first performed on mature neurons 
(15-17 days in culture) to detect TH together with either VGLUT1, VGLUT2 or VGLUT3. 
The majority of isolated DA neurons (42 out of 55; 76%) displayed VGLUT2-like 
immunoreactivity (Fig. 1C). The labelling appeared as large numbers of small varicose-like 
puncta that decorated the neuron’s thick dendritic-like processes (Fig. 1C). The vast 
majority of VGLUT2-labelled varicosities were also TH-positive (Fig. 1C, 1D). However, 
in many neurons, it was quite clear that a significant number of TH-positive/VGLUT2-
negative varicosities could also be detected along presumed axonal processes emanating 
from the same neuron (Fig. 1D). These results suggest a partial segregation of TH-
positive/VGLUT2-positive and TH-positive/VGLUT2-negative axonal segments and 
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varicosities. It is to be noted that in many neurons, VGLUT2-positive terminals tended to 
be closer to the cell body than VGLUT2-negative/TH-positive varicosities (Fig. 1C). 
A number of VGLUT2-positive TH-negative neurons were also detected in 
mesencephalic cultures (not shown). Although VGLUT1 could be detected in a number of 
TH-negative neurons (Fig. 2A), no detectable expression was found in DA neurons (Fig. 
2B). 
 
Immunolocalization of VGLUT3 in 5-HT but not DA neurons in culture. Considering 
the recently demonstrated expression of VGLUT3 in 5-HT neurons (Fremeau et al. 2002; 
Gras et al. 2002), the possibility of a similar expression in DA neurons needed to be 
determined. We found that no DA neurons were labelled by the anti-VGLUT3 antibody 
(Fig. 2C). However, as expected, cultured 5-HT neurons expressed abundant levels of 
VGLUT3 (Fig. 2D), not only in fine varicosities, but also at the somatodendritic level. No 
detectable immunolabelling for VGLUT2 nor for VGLUT1 (not shown) could be detected 
in isolated 5-HT neurons. 
 
Mesencephalic GABA neurons are immuno-negative for vesicular glutamate 
transporters. To further examine the cell-specificity of VGLUT2 expression in cultured 
VTA/SN neurons, we next determined if VTA/SN GABAergic neurons also expressed 
VGLUT2. GABA-containing neurons were identified by immunostaining for glutamic acid 
decarboxylase (GAD-67). The labelling was mostly found in presumed axonal varicosities 
with very little somatic staining (Fig. 3A). Double-labelling experiments were performed to 
identify GAD-67 together with VGLUT1 or VGLUT2. GABAergic neurons were found to 
express neither of these vesicular glutamate transporters (Fig. 3A, 3B). VGLUT3 was also 
absent (not shown). These findings are in accordance with the inability of these neurons to 
release glutamate, as shown by the complete absence of residual synaptic current after 
blockade of GABAA receptors (not shown) (Michel and Trudeau 2000). 
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Cellular co-expression of VGLUT2 and TH mRNAs. To confirm the expression of 
VGLUT2 in cultured DA neurons, we patch-clamped neurons, collected their cytoplasm 
and performed a multiplex RT-PCR amplification of the cell's mRNA to detect the 
phenotypic markers TH, VGLUT1, VGLUT2, VGLUT3, GAD65 and GAD67. Of 11 
neurons analysed, 6 were confirmed to express TH mRNA and to be negative for GAD65 
or GAD67 and were thus considered DAergic. Detectable levels of VGLUT2 mRNA were 
found in 3 of those neurons (Fig. 4A). These cells were found to be negative for VGLUT1 
and VGLUT3 transcripts (Fig. 4A), thus confirming the selective expression of VGLUT2 
in DA neurons in culture. Five other neurons were found to contain VGLUT2 mRNA but 
no detectable levels of the other phenotypic markers (Fig. 4B), suggesting the presence of a 
sub-population of purely glutamatergic neurons. Positive controls for all RT-PCR primers 
were obtained using mRNA extracted from adult rat striatum (Fig. 4C). 
 
Time course of appearance of VGLUT2 expression in cultured DA neurons. The 
ability of DA neurons to express VGLUT2 was examined at time points from 1 to 21 days 
in culture. An expression at early time points would suggest that these neurons express this 
protein from the start, or can rapidly turn on this phenotype, while an expression at delayed 
time points only would be compatible with the hypothesis that VGLUT2 expression 
requires long-term withdrawal from factors present under in vivo conditions. When neurons 
were examined after only 24h in culture, the proportion of DA neurons immuno-positive 
for VGLUT2 was already 51% (44 of 86 neurons examined). In addition, the labelling was 
mostly somatic, even though the neurons had already extended a limited number of neurites 
(Fig. 4D). At time points ranging from 3 to 21 days in culture (Fig. 4D, 4E), the majority of 
DA neurons expressed punctate VGLUT2 immunoreactivity (from 69 to 82% of DA 
neurons). At 3 days, VGLUT2 labelling was somewhat less abundant then at later time 
points, but it was already mostly varicose-like (Fig. 4D). After 6 days in culture and at later 
time points, only punctate labelling could be observed (not shown). 
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Expression of VGLUT2 in a subset of nerve terminals in cultured DA neurons. An 
important question is whether VGLUT2 is expressed in all nerve terminals established by 
DA neurons. To determine this, a triple-labelling experiment was performed to localize TH, 
VGLUT2 and SV2 (Bajjalieh et al. 1992), a ubiquitous synaptic vesicle protein (Floor and 
Feist 1989). We found that the vast majority of VGLUT2-positive varicosities in isolated 
DA neurons also express SV2 (Fig. 5A, 5B), thus confirming that VGLUT2 labelling 
mostly originates from nerve terminals. However, it was also clear that DA neurons 
expressed a large number of nerve terminals (SV2-positive) that were VGLUT2-negative 
(Fig. 5B), thus providing evidence for a partial segregation. 
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DISCUSSION 
 
The principal conclusion of this work is that postnatal DA neurons have the 
potential to express one of the vesicular glutamate transporters, namely VGLUT2, thus 
providing an explanation for their demonstrated ability to release glutamate in addition to 
DA at synapses in culture. The expression of VGLUT2 in DA neurons is selective 
inasmuch as VGLUT1 and VGLUT3 were not detected. 
Our finding that 5-HT neurons, cultured under the same conditions and with the 
same mesencephalic astrocytes as the DA neurons, express VGLUT3 rather than VGLUT2, 
confirms recent data obtained in culture and in vivo (Schafer et al. 2002; Gras et al. 2002; 
Fremeau et al. 2002). However, our finding that DA neurons in culture express VGLUT2 
stands in relative opposition to the reports that mesencephalic DA neurons in adult rats do 
not express detectable levels of mRNA for this transporter, as shown by in situ 
hybridization (Fremeau et al. 2001; Herzog et al. 2001). However, northern blot analysis 
has reported the presence of VGLUT2 mRNA in substantia nigra (Aihara et al. 2000). 
These authors also reported that VGLUT2 mRNA was very abundant in foetal rat brain. 
Considering that our primary cultured neurons were prepared from neonatal (P0-P2) 
animals, one potential interpretation of this discrepancy is that VGLUT2 is expressed early 
in development in DA neurons, with its mRNA levels decreasing gradually during the 
postnatal period. A detailed set of in situ hybridization experiments in developing brain will 
be required to test this hypothesis. An alternate hypothesis is that the ability of DA neurons 
to express VGLUT2 mRNA may require a perturbation of normal developmental 
conditions. As such, it will be interesting to evaluate the expression of VGLUT2 mRNA in 
pathophysiological animal models implicating DA neurons. Additional experiments both in 
culture and in vivo will also be necessary to identify some of the regulatory signals that 
control transcription of the VGLUT2 gene. Finally, it should be noted that although 
VGLUT2 mRNA levels are undetectable by standard in situ hybridization labelling in adult 
rodent brain, this by no means excludes that low level expression of this gene still occurs in 
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adult animals at a level sufficient to maintain the capacity of at least a proportion of DA 
neurons to release glutamate in addition to DA. An ultrastructural analysis of the presence 
of VGLUT2 protein in the axon terminals of DA neurons in the striatum in vivo could help 
to test this hypothesis.  
 We found the majority of isolated DA neurons to be immunopositive for VGLUT2 
protein. Modest immunostaining for VGLUT2 has also previously been reported in the SN 
compacta and VTA (Fremeau et al. 2001; Varoqui et al. 2002). However, this expression 
has not been demonstrated conclusively to be present in the cell bodies of DA neurons as 
opposed to synaptic terminals originating from other brain areas and terminating onto DA 
neurons or local GABA neurons. Considering the predominantly terminal nature of 
VGLUT2 expression, it may be extremely difficult to prove conclusively by 
immunostaining that any given neuron’s cell body is positive for this transporter in intact 
tissue. In addition, the possibility that astrocytes are responsible for some of the 
immunoreactivity to VGLUT2 in vivo has also not been examined directly. A background 
level of VGLUT2 immunostaining in astrocytes was detected in our experiments (not 
shown), but this signal was much lower than the neuronal signal. RT-PCR and 
immunostaining experiments in purified astrocyte preparations might be useful to evaluate 
the specificity of this signal. 
In the current set of experiments, we found that ~80% of isolated DA neurons 
display VGLUT2 immunoreactivity. However, in single-cell RT-PCR experiments, 
VGLUT2 mRNA could be detected in only half of the recorded DA neurons, although TH 
mRNA could be detected in all. This modest discrepancy most likely results from variable 
efficiency of cytoplasm aspiration, making it more difficult to detect less abundant mRNA 
species such as that for VGLUT2. 
 Our findings consolidate the concept of co-transmission in neurons releasing two 
small molecule neurotransmitters. The demonstration that only a subset of the neurons’ 
synaptic terminals appear to express VGLUT2 argues for the hypothesis that DA neurons in 
culture can extend axonal segments that differentially contain or exclude VGLUT2. Our 
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conclusion is compatible with previous data suggesting that glutamate immunoreactivity, 
although present in most processes of cultured DA neurons, is also found in a limited 
subset of TH-negative processes localized close to the cell body (Sulzer et al. 1998). This 
phenotypic heterogeneity between different sets of terminals expressed by a single neuron 
is an interesting biological problem. Although speculative, our observation that VGLUT2-
positive terminals appear to be closer to the cell body than VGLUT2-negative varicosities, 
argues for the existence of some local instructive cue that may originate from the cell body 
and act in some paracrine fashion to promote the establishment of local glutamatergic 
terminals by the neurons. Such cues could perhaps drive the establishment of glutamate-
releasing terminals by DA neurons in vivo during early development. Ultrastructural studies 
are required to more precisely evaluate the relationship between VGLUT2-positive and 
VGLUT2-negative terminals along specific axonal segments in cultured DA neurons and to 
determine the differential localization of VGLUT2-containing and vesicular monoamine 
transporter (VMAT2)-containing vesicles in single terminals. 
 In summary, our data provide a logical explanation for the ability of cultured DA 
neurons to release glutamate at synapses in addition to DA. Together with the recent 
demonstration that 5-HT neurons (Gras et al. 2002; Fremeau et al. 2002) and a subset of 
noradrenergic neurons (Stornetta et al. 2002b; Stornetta et al. 2002a) also express vesicular 
glutamate transporters, our findings support the hypothesis that glutamate co-transmission 
in monoaminergic neurons is a general phenomenon rather than an exception. A detailed 
analysis of the conditions under which DA neurons gain or loose the capacity to release 
glutamate may provide novel insight into pathophysiological processes that underlie 
diseases such as schizophrenia, Parkinson’s disease and drug dependence.  
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Figure 1 Expression of VGLUT2 by isolated DA neurons in culture. 
(A) Phase contrast image of an isolated mesencephalic neuron. Note the presence of a 
patch pipette on the right, next to the phase-bright cell body of the neuron. Scale 
bar: 15 µm. 
(B) A single DA neuron in microculture was recorded by whole-cell patch-clamp. From 
a holding potential of –70 mV, a brief depolarization to +20 mV induced an unclamped 
action potential (clipped) followed by a rapid EPSC. The amplitude of this EPSC was 
inhibited by quinpirole, a D2 receptor agonist and completely blocked by CNQX (5 
µM), a AMPA/kainate glutamate receptor antagonist. 
(C) Confocal image showing VGLUT2 immunolabelling (green) in a TH-positive (red) 
DA neuron in culture. The merged image (right) shows that most of the VGLUT2 
staining is found on TH-positive processes (yellow). Note the punctate, non-somatic 
expression of VGLUT2. Scale bar: 15 µm. 
(D) Enlargement from the merged image shown in C. Note that although most 
VGLUT2-positive structures were TH-positive (yellow), a number of TH-positive 
varicosities were VGLUT2-negative (red puncta). Scale bar: 4 µm. 
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Figure 2 Dopamine neurons in culture do not express VGLUT1 or VGLUT3. 
(A) Confocal image showing VGLUT1 immunoreactivity (green) in an isolated 
mesencephalic neuron. This neuron was TH-negative and thus not DAergic. Scale 
bar: 15 µm. 
(B) Absence of VGLUT1 immunoreactivity in an isolated DA neuron, confirmed to be 
DAergic by immunolabelling for TH (red). Scale bar: 15 µm. 
(C) Isolated DA neurons (TH) (red) are immunonegative for VGLUT3. Scale bar: 15 
µm. 
(D) Serotonin neurons, identified by the expression of TRH (red), were double-labelled 
for VGLUT3 (green). Scale bar: 15 µm. 
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Figure 3 Mesencephalic GABA neurons do not express vesicular glutamate 
transporters. 
A) Confocal images showing expression of glutamic acid decarboxylase (GAD) in an 
isolated neuron (red). This neuron was immunonegative for VGLUT1 (left image). 
Note the exclusively punctate nature of the GAD-67 labelling in presumed 
GABAergic nerve terminals. Scale bar: 15 µm. 
B) Confocal images showing expression of GAD in an isolated neuron (red). This 
neuron was immunonegative for VGLUT2 (left image). Scale bar: 15 µm. 
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Figure 4 Detection of VGLUT2 mRNA in DA neurons by single-cell RT-mPCR. 
(A) Expression profile of an individual cultured mesencephalic DA neuron. Fifteen µl 
of each second round PCR were analyzed on a 1.7% agarose gel with 1 µg of 
molecular size standards (100 bp DNA ladder; right lane). Expected size of PCR 
products in base pairs: TH (301), VGLUT1 (311), VGLUT2 (315), VGLUT3 (345), 
GAD65 (599) and GAD67 (401). Note that both TH and VGLUT2 mRNA could be 
detected in this neuron. 
(B) Putative glutamatergic mesencephalic neuron showing expression of VGLUT2 
mRNA only. 
(C) Positive control obtained using mRNA extracted from adult rat striatum. 
(D) Confocal image showing expression of VGLUT2 (green) in an isolated TH-positive 
(red) DAergic neuron, 24h after cell dissociation (left image). Note the somatic and 
apparently intracellular localization of the signal. The right image shows VGLUT2 
expression (green) in a TH-positive neuron (red) after 3 days in culture. Note the 
predominantly punctate nature of the labelling. Scale bar: 15 µm. 
(E) Summary data representing the percentage of isolated DA neurons found to be 
immuno-positive for VGLUT2 after different times in culture. 
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Figure 5 Expression of VGLUT2 in a subset of nerve terminals established by DA 
neurons. 
(A) VGLUT2 immunoreactivity (green) in an isolated DA neuron (upper left image). 
SV2 immunoreactivity in nerve terminals established by the same neuron is shown 
in red (upper right image). The merged image shows the colocalization (yellow) of 
VGLUT2 (green) and SV2 (red) (lower left image). The lower right image provides 
a phenotypic identification of the same neuron by its immunoreactivity for TH. 
Scale bar: 15 µm. 
(B) Blow-up of a region of the merged image illustrating that most VGLUT2-positive 
structures are also SV2-positive (yellow). Note also that a number of SV2-positive 
terminals are VGLUT2-negative (red). Scale bar: 4 µm. 
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ABSTRACT 
There is increasing evidence that a subset of midbrain dopamine (DA) neurons uses 
glutamate as a co-transmitter and expresses VGLUT2, one of the three vesicular glutamate 
transporters. In the present study, double in situ hybridization was used to examine tyrosine 
hydroxylase (TH) and VGLUT2 mRNA expression during the embryonic development of 
these neurons, and postnatally, in normal rats and rats injected with 6-hydroxydopamine 
(6-OHDA) at P4 to partially destroy DA neurons. At embryonic days 15 and 16, there was 
a regional overlap in the labeling of TH and VGLUT2 mRNA in the ventral 
mesencephalon, which was no longer found at late embryonic stages (E18-E21) and 
postnatally. In normal pups from P5 to P15, only 1-2% of neurons containing TH mRNA in 
the ventral tegmental area (VTA) and substantia nigra, pars compacta, also displayed 
VGLUT2 mRNA. In contrast, after the cerebroventricular administration of 6-OHDA at P4, 
26% of surviving DA neurons in the VTA of P15 rats co-expressed VGLUT2. To search 
for a colocalization of TH and VGLUT2 protein in axon terminals of these neurons, the 
nucleus accumbens of normal and 6-OHDA-lesioned P15 rats was examined by electron 
microscopy after dual immunocytochemical labeling. In normal rats, VGLUT2 protein was 
found in 28% of TH positive axon terminals in the core of nucleus accumbens. In 
6-OHDA-lesioned rats, the total number of TH positive terminals was considerably 
reduced, and yet the proportion also displaying VGLUT2 immunoreactivity was modestly 
but significantly increased (37%). These results lead to the suggestion that the 
glutamatergic phenotype of VTA DA neurons is highly plastic, repressed toward the end of 
normal embryonic development, and derepressed postnatally following injury.  They also 
support the hypothesis of a co-release of glutamate by mesencephalic neurons in vivo, at 
least in the developing brain. 
Keywords: dopamine, glutamate, VGLUT2, 6-OHDA, mesencephalon, nucleus accumben 
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The dopamine (DA) system is known to be critical for motor control and many 
aspects of cognition. It is implicated in Parkinson’s disease and neuropsychiatric disorders, 
including schizophrenia and addiction. In the last 10 years, considerable evidence has 
accrued for glutamate co-transmission by central DA neurons. For example, release of 
glutamate was demonstrated to occur at autapses established by isolated DA neurons in 
culture (Sulzer et al., 1998; Bourque and Trudeau, 2000; Joyce and Rayport, 2000) and 
stimulation of presumed DA neurons in the ventral tegmental area (VTA) was shown to 
evoke glutamatergic synaptic responses in neurons of the nucleus accumbens (nAcb) and 
prefrontal cortex (Chuhma et al., 2004; Lavin et al., 2005). In addition, mesencephalic DA 
neurons in culture were shown to express VGLUT2 (Dal Bo et al., 2004), one of the three 
vesicular glutamate transporters (Ni et al., 1995; Bellocchio et al., 1998; Hisano et al., 
2000; Aihara et al., 2000; Herzog et al., 2001; Fremeau et al., 2001; Varoqui et al., 2002; 
Gras et al., 2002).  
In two recent in situ hybridization studies, expression of VGLUT2 mRNA by 
mesencephalic DA neurons has been demonstrated in intact tissue (Kawano et al., 2006; 
Yamaguchi et al., 2007). In the first study, the authors reported that as much as 19% of 
tyrosine hydroxylase (TH) immunopositive neurons of the VTA (A10 cell group) also 
expressed VGLUT2 mRNA (Kawano et al., 2006). In the second study, the authors found 
that only 0.1% of neurons expressing TH mRNA in this region, also contained VGLUT2 
mRNA (Yamaguchi et al., 2007). This large difference in proportion remains to be 
explained, but could reflect technical differences in experimental approach. In any case, 
both studies indicated a striking difference between in vivo and in vitro data, since a 
majority (80%) of isolated mesencephalic DA neurons in culture have been shown to 
express VGLUT2 (Dal Bo et al., 2004). In line with previous results demonstrating 
plasticity of the transmitter phenotype of neurons during development and in responses to 
changes in neuronal activity (Furshpan et al., 1976; Borodinsky and Spitzer, 2007; 
Borodinsky et al., 2004; Yang et al., 2002; Gillespie et al., 2005; Trevino and Gutierrez, 
2005; Gutierrez and Heinemann, 2006; Gomez-Lira et al., 2005), this discrepancy between 
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the in vivo and in vitro data is best resolved by hypothesizing that VGLUT2 expression in 
DA neurons is regulated during development, and may be activated in response to trauma, 
such as tissue dissociation and culture or a partial lesion in vivo. 
To investigate the glutamatergic phenotype of developing mesencephalic DA neurons 
in vivo, we used double in situ hybridization for tyrosine hydroxylase (TH) mRNA and 
each subtype of VGLUT transcripts in pre- and post-natal rats, as well as double labeling 
immuno-electron microscopy with specific antibodies against TH and VGLUT2 in 15 day-
old pups. Intact rats as well as rats subjected to neonatal intra-cerebroventricular (i.c.v.) 
administration of the neurotoxin 6-hydroxydopamine (6-OHDA) were examined in order to 
evaluate the effects of an early injury on the transmitter phenotype of surviving DA 
neurons. 
 We confirm that a small subset of mesencephalic DA neurons selectively expresses 
VGLUT2 mRNA, but not VGLUT1 nor VGLUT3, and suggest that the glutamatergic 
phenotype of these neurons is repressed during late embryonic development and may be 
derepressed in response to early postnatal injury. By visualizing both TH and VGLUT2 
proteins in the same axon terminals of the nAcb, we also provide strong evidence for the 
capacity of mesencephalic DA neurons to release both DA and glutamate in vivo, at least in 
developing brain.  
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MATERIALS AND METHODS 
Animals 
All procedures involving animals and their care were conducted in strict accordance 
with the Guide to the Care and Use of Experimental Animals (Ed2) of the Canadian 
Council on Animal Care. The experimental protocols were approved by the animal ethics 
committee (CDEA) of the Université de Montréal. Sprague-Dawley male rats and pregnant 
dams were purchased from Charles River (Montreal, QC, Canada) and housed at a constant 
temperature (21°C) and humidity (60%), under a fixed 12 hours light/dark cycle, with free 
access to food and water. 
Neonatal 6-hydroxydopamine lesions 
Neonatal 6-OHDA lesions were produced as previously described (Stachowiak et al., 
1984; Jackson et al., 1988; Fernandes Xavier et al., 1994). Four day-old pups received a 
subcutaneous injection of desipramine (50 ml, 5.6 mg/ml in aCSF) (Sigma Chemical, St. 
Louis, MO) 45 min before toxin injection to protect noradrenergic neurons. The toxin 
(6-hydroxydopamine hydrochloride, Sigma), was dissolved (10 mg/ml) in aCSF containing 
0.2% ascorbic acid to prevent oxidation. Pups were anesthetized on ice, immobilized on a 
cold body mould, and administered 5 µl of 6-OHDA solution in each lateral brain ventricle 
(stereotaxic coordinates: L ± 1.5 mm, AP 0 mm to Bregma, and V 3.3 mm below the dura), 
at a rate of approximately 1.5 µl /min. The intraventricular injections were made with a 30-
gauge needle attached to a 10 µl Hamilton syringe. The syringe was left in place for 3 min 
after each injection. Sham controls were injected with vehicle under the same conditions. 
The pups were then warmed in a humidified box and returned to their mother two hours 
later. They were maintained with their mother until sacrifice, 11 days post-surgery (at P15). 
Tyrosine hydroxylase immunohistochemistry 
TH immunohistochemistry was used to verify the extent of 6-OHDA lesions. After 48 
h of fixation in PFA, 24 µm-thick transverse sections of the forebrain were cut with a 
VT1000s vibratome (Leica Microsystems, Nussloch, Germany), rinsed in PBS (3x10 min) 
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and then incubated in 5% goat serum solution containing 10% BSA and 0.1% Triton X-100 
for 1 h, in order to block non-specific labeling. Sections across the striatum were incubated 
overnight in mouse monoclonal TH antibody (Clone TH-2, Sigma) diluted 1/1000 in PBS. 
The signal was detected with biotinylated anti-mouse antibodies (Jackson Immunoresearch, 
West Grove, PA, USA) diluted 1/1000, followed by 1/1000 streptavidin-HRP (Jackson). 
After 3 x 10 min washes in PBS, followed by 2 x 10 min washes in Tris-HCl (50 mM, pH 
7.4). The peroxidase reaction was revealed with 0.05% 3,3’-diaminobenzidine 
tetrahydrochloride (DAB; Sigma) and hydrogen peroxide (0.01%) in Tris-HCl. The DAB 
reaction was stopped by immersion in Tris-HCl. 
Double in situ hybridization 
The double in situ hybridization technique (Beaudry et al., 2000) was used in rat 
embryos as well as in normal P5, P10 and P15 rat pups, and in 6-OHDA-lesioned P15 rats 
and their sham controls.(Cossette et al., 2004; St-Hilaire et al., 2005). The embryos were 
removed from gestating dams under isoflurane anesthesia (isoflurane 2%, O2 1.8 l/min), on 
days 14, 15, 18 and 21 of gestation. They were immersed in frozen isopentane, and stored 
at - 80°C until used. The postnatal rats were anesthetized with halothane and their brain 
was quickly dissected out, immersed in cold phosphate-buffered saline (PBS, 50 mM, pH 
7.4), and cut in two parts at the level of the median eminence. The rostral part containing 
the striatum was fixed by immersion in 4% paraformaldehyde (PFA) solution for 48 h and 
processed for immunohistochemistry as described below. The caudal part containing the 
mesencephalon was immersed in frozen isopentane and stored at - 80°C until used. 
[35S]UTP-labeled VGLUT1, 2 or 3 probes, and a nonradioactive digoxigenin (Dig)-
labeled tyrosine hydroxylase probe were prepared as follows. Complementary RNA 
(cRNA) probes for each VGLUT subtype were synthesized from pCRII-Topo plasmids 
containing a fragment of each VGLUT cDNA. cDNA fragment sizes were 519, 539 and 
415 base pairs for VGLUT1, 2 and 3, respectively (Herzog et al., 2001; Gras et al., 2002). 
Antisense probes were produced by linearization of the plasmid using the Not I restriction 
enzyme and SP6 polymerase, and synthesized with the Promega riboprobe kit (Promega, 
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Madison, WI, USA) and [35S]UTP (Perkin-Elmer, Missisauga, ON, Canada). For sense 
probes, the Hind III restriction enzyme was used to linearize the plasmid, and probes were 
synthesized with T3 polymerase. Labeled probes were purified with mini QuickSpin RNA 
columns (Roche Diagnostics, Laval, QC, Canada). The Dig-labeled TH probe was 
generated as previously described (Cossette et al., 2004). Both Dig-labeled TH (20 ng/ml) 
and specific radioactive-labeled VGLUT probes (2 x 106 CPM) were included 
simultaneously in the hybridization solution.  
Transverse sections of the mesencephalon (12 µm-thick) were cut with a cryostat, 
mounted on Superfrost Plus slides (Fisher Scientific, Toronto, ON, Canada), and stored at 
- 80°C until used. Before hybridization, slides were fixed in 4% PFA for 20 min and rinsed 
3 times in PBS. In situ hybridization was performed overnight at 58°C. To reduce non 
specific Dig labeling, an additional step was added to standard post hybridization 
treatments: immersion in a 50% formamide solution in 2x saline-sodium citrate buffer 
(SSC, 300 mM NaCl, 30 mM sodium citrate, pH 7 in DEPC water) for 30 min at 60°C. The 
slides were then immersed for 30 min in blocking solution containing 2% BSA and 0.3% 
Triton X-100 in buffer A solution (100 mM Tris–HCl, pH 7.5 and 150 mM NaCl), covered 
with 100 µl of an anti-Dig antibody conjugated to alkaline phosphatase (Roche 
Diagnostics) diluted 1/200 in buffer A, and placed at 4°C overnight. After 3 rinses (10 min) 
in buffer A, the Dig was revealed in buffer B (100 mM Tris–HCl, pH 9.5, 100 mM NaCl 
and 50 mM MgCl2) containing 0.4 mM nitroblue tetrazolium chloride, 0.45 mM 5-bromo-
4-chloro-3-indolyl phosphate (Dig detection kit, Roche Diagnostic) and 1mM levamisole, 
for 30 min at room temperature, in the dark. The Dig reaction was stopped by immersion in 
buffer C (100 mM Tris-HCl, pH 8 and 1 mM EDTA). After 3 additional washes with 
distilled water, slides were air-dried, and apposed against BiomaxMR radioactive-sensitive 
film (Kodak, New Haven, CT, USA) for 3 days. Following film exposition, the slides were 
coated by dipping with LM-1 photographic emulsion (Amersham, ON, Canada), stored in 
the dark for 21 days at 4°C, developed in D-19 (Kodak) and coverslipped with a water-
soluble mounting medium (Permafluor; Lipshaw Immunon, Pittsburgh, PA, USA). Slides 
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used to compare the dual labeling at different ages and/or between experimental conditions 
were systematically processed together. All these sections were examined under bright-
field illumination with an Olympus IX-50 microscope (Carsen Group, Markham, ON, 
Canada), at 400 X magnification. 
In sections from embryos, the contour of individual neurons could not be 
distinguished after the above processing for dual in situ hybridization. To quantify in situ 
hybridization signals, counts of silver grains (VGLUT2 mRNA) were therefore obtained 
from tissue areas also displaying Dig positivity (TH mRNA). This was done with the aid of 
the public domain Image J software (NIH) in images captured with an ORCA-II cooled 
digital camera (Hamamatsu, NJ, USA). In each section, silver grain counts were obtained 
from 3 square areas (± 6000 µm2 each) of the ventral mesencephalon displaying Dig 
positivity, and three 3 areas of the same sections (± 5600 µm2 each) showing only weak, 
silver grain labeling (background). The counts from TH-Dig positive areas were then 
averaged at each embryonic age, and expressed in number of grains per 500 µm2 (an area 
corresponding to a cluster of DA neurons cell bodies), after subtracting the background (0.9 
-1.9 silver grains per 500 µm2 of section). This analysis was performed in 3 or 4 sections 
per embryo, and 3 embryos each at E15 and E18, and 5 embryos each at E16 and E21.  
In sections from postnatal rats, background labeling was similarly measured and 
found at 0.37 to 0.53 silver grains per 500 µm2 of section. As in previous studies (Kawano 
et al., 2006), TH-Dig positive cells (DA neurons) were considered to be labeled for 
VGLUT2 mRNA if displaying 3 times the background level, i.e., at least 6 silver grains per 
cell body (Gratto and Verge, 2003). In 4 rats of each experimental condition tested and 3 or 
4 sections per rat, located between stereotaxic planes - 5.28 mm and - 6.24 mm from 
Bregma in adult rats (Paxinos, G. and Watson, C., 2005), singly and doubly labeled cells 
were then counted visually 
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RT-mPCR 
Transverse slices (~1 mm thickness) of the mesencephalon, cut by hand at the level of 
the VTA and substantia nigra (SN), were isolated from the frozen brain of normal, sham-
injected and 6-OHDA-lesioned, 15 day-old rats (n = 3 in each group). The slices were 
trimmed under the microscope to keep only the VTA and SN pars compacta (SNc). Total 
RNA was extracted from each individual sample using TRIzol® Reagent (Invitrogen, 
Burlington, ON, Canada), according to the manufacturer’s instructions. All samples were 
stored at -80°C until used. Reverse transcription was performed on 2.5 mg of total RNA for 
1 h at 37°C with 0.5 mM dNTPs mix (Qiagen), 2.5 μM random hexamers (RH) (Applied 
Biosystem, CA, USA) and 100 U M-MLV reverse transcriptase (Invitrogen). Reaction was 
stopped by heating at 70○C for 15 min., then multiplex-semiquantitative PCR amplification 
was performed using 10% of the RT reaction, 2.5 μl 10x PCR buffer, 0.5 μl of 100 mM 
dNTPs, 2.5 U of Taq polymerase (all from Quiagen, ON, Canada), 1.5 mM MgCl2, and 10 
pmol of each primer. Twenty-seven cycles were carried out as follows: denaturation at 
94○C for 60 s, annealing at 55○C for 30 s and extension at 72○C for 30 s. Amplification 
products were analyzed by 1.6% agarose gel electrophoresis. Band intensities were 
evaluated with Kodak ID v3.6.0 software. 
Multiplex single-cell RT-PCR.  
Cells dissociation was performed following a protocol modified from (Puma et al., 2001). 
Briefly, the ventral mesencephalon was dissected from 15 day embryos and collected in 
ice-cold PBS supplemented with 6 mg/ml glucose. The tissue was treated with papaïn 
(Worthington Biochemical Corp., Lakewood, NJ) for 20 min at 37°C in dissociation 
solution (in mM: 90 Na2SO4, 30 K2SO4, 5.8 MgCl2, 0.25 CaCl2, 10 HEPES, 20 glucose, 
0.001% phenol red, pH 7.4), and then triturated to obtain a cell suspension (Bourque and 
Trudeau, 2000), that was subjected to a differential gradient centrifugation to eliminate 
dead cells and debris. Cells were plated on Polyethyleneimine-coated (PEI) coverslips 
mounted into an electrophysiology recording chamber and were left to adhere at room 
temperature for 15 minutes, then washed under perfusion with physiological saline solution 
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(in mM: 140 NaCl, 5 KCl, 2 MgCl2, 2 CaCl2, 10 HEPES, 10 glucose, 6 sucrose, pH 7.35 
and 305 mOsm) to remove non-attached cells. 
 Cells were collected individually under RNAse-free conditions by using sterile 
borosilicate patch pipettes. No intracellular pipette solution was used. Each cell was 
collected by applying light negative pressure to the pipette. The recording chamber was 
fixed to the stage of an inverted Nikon Eclipse TE-200 microscope. Coverslips were kept 
under perfusion of physiological saline solution using a gravity flow system (1 ml/min). 
Once samples were collected, the content of the pipette was transferred immediately into a 
pre-chilled 200-μl tube containing 6 μl of a freshly prepared solution of 20 U of 
RNaseOUT and 8.3 mM of DTT (Invitrogen) and then frozen immediately until use. 
Frozen samples were thawed on ice and subjected to the RT reaction as describe for total 
RNA but using 1.25 μM RH, 100 units M-MLV RT and 20 additional units of RNaseOUT. 
A first round of PCR was done as mentioned above but using the half of the RT reaction 
and 27 cycles. A second round of PCR was done using 10% of first PCR reaction and 28 
cycles. 
Primers 
All primers were designed according to the NCBI GenBank sequence database using 
Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) as well as Vector NTI 
software, and synthesized by AlphaDNA (Montreal, QC, Canada). All primers were tested 
using the appropriate positive and negative controls. For β-actin, the forward and reverse 
primers were 5’-CTCTTTTCCAGCCTTCCTTCTT-3’ and 5’-AGTAATCTCCTTCTGCATCCTGTC-3’, 
respectively (product size 175 pb). For TH, the primers were 5’-
GTTCTCAACCTGCTCTTCTCCTT-3’ and 5’-GGTAGCAATTTCCTCCTTTGTGT-3’; 
TH-nested, 5’-GTACAAAACCCTCCTCACTGTCTC-3’ and 5’-
CTTGTATTGGAAGGCAATCTCTG-3’ (product size 375 pb). For VGLUT2, the primers 
were 5’-GGGGAAAGAGGGGATAAAGAA-3’ and 5’-
TGGCTTTCTCCTTGATAACTTTG-3; VGLUT2-nested  
  
96
 
5’-ATCTACAGGGTGCTGGAGAAGAA-3’ and 5’-GATAGTGCTGTTGTTGACCATGT-3’ (product 
size 230 pb). Nested primers are the ones used in the RT-mPCR experiments.  
Double immunolabeling for electron microscopy 
Fifteen day-old pups were deeply anesthetized with sodium pentobarbital (80 mg/kg, 
i.p.) and perfused through the aortic arch with a solution of 3% acrolein in 0.1 M phosphate 
buffer (PB, pH 7.4), followed by 4% PFA in the same buffer. The brain was removed, post-
fixed by immersion in the PFA solution at 4○C for 2 h, and washed in PBS. Fifty µm-thick 
transverse sections across the nAcb were cut in PBS with a vibratome, immersed in 0.1% 
sodium borohydride in PBS for 30 min at room temperature, and washed in this buffer 
before further processing. After preincubation for 1 h at room temperature in a blocking 
solution containing 5% normal goat serum and 0.5% gelatin in PBS, sections were 
incubated for 48 h at room temperature with both mouse monoclonal anti-TH (Sigma) 
(1:500) and rabbit polyclonal anti-VGLUT2 antiserum (Synaptic Systems, Goettingen, 
Germany) (1:500) (Anlauf and Derouiche, 2005) antibodies in blocking solution. The 
monoclonal anti-TH antibody recognizes an epitope present in the N-terminal region of 
both rodent and human tyrosine hydroxylase (Haycock, 1993), while the polyclonal anti-
VGLUT2 antibody was raised against a C-terminal segment of mammalian VGLUT2 
(Fujiyama et al., 2001). The VGLUT2 and TH antibodies were then sequentially labeled in 
this order with the immunogold and the immunoperoxidase technique, respectively. 
Sections were rinsed in PBS, incubated overnight at room temperature in goat anti-rabbit 
IgGs conjugated to 1 nm colloidal gold particles (AuroProbe One, Amersham, Oakville, 
ON, Canada), diluted 1:50 in blocking solution, and the size of immunogold particles was 
increased by silver enhancement for 15 min with IntenSE kit (Amersham). Sections were 
then rinsed in PBS, incubated for 1.5 h at room temperature with biotinylated goat anti-
mouse IgGs (Jackson) diluted 1:1000 in blocking solution, rinsed in PBS, incubated for 1 h 
in a 1:1000 solution of streptavidin-HRP (Jackson), washed in PBS and then in 0.05 M 
Tris-saline buffer (TBS; pH 7.4), incubated for 2-5 min in TBS containing 0.05% DAB and 
hydrogen peroxide (0.02%), and washed again in TBS to stop the reaction.  
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Further processing for electron microscopy was as previously described in detail 
(Riad et al., 2000). In brief, sections were osmicated, dehydrated and flat-embedded in resin 
between a glass slide and a plastic coverslip (Rinzl, Thomas Scientific, Swedesboro, NJ, 
USA). After 48 h of polymerization at 60○C, the coverslips were removed, and the region 
of interest (nAcb), identified by light microscopy, was excised from the slides and glued at 
the tip of resin blocks. Ultrathin sections were then cut with an ultramicrotome (Reichert 
Ultracut S, Leica Canada, St-Laurent, QC, Canada), collected on bare square-meshed 
copper grids, stained with lead citrate and examined with an electron microscope (Philips 
CM100, Philips Electronics, St-Laurent, QC, Canada). Immunocytochemical controls 
included processing as above but without either one or both primary antibodies. Only the 
expected single labeling was observed when omitting one or the other primary antibody, 
and no labeling whatsoever in the absence of both of them. 
The electron microscopic analysis focused on the core of the nAcb, at transverse 
levels that correspond to between A 10.8 and 11.28 mm in the stereotaxic atlas of Paxinos 
and Watson (Paxinos, G. and Watson, C., 2005). Material from seven normal and seven 6-
OHDA-lesioned rats, aged 15 days, was examined. In both normal and 6-OHDA-lesioned 
rats, a minimum of 50 electron micrographs per rat were obtained from a narrow area of 
thin sections less than 10 µm away from the tissue-resin border at working magnifications 
ranging from 3,000 to 15,000 X. The film negatives were scanned (Epson Perfection 3200), 
converted into a positive picture, adjusted for brightness and contrast with Photoshop 
(Adobe), and printed at a final magnification ranging from 7,500 to 37,500 X. 
Most immunolabeled profiles could then be positively identified as axon varicosities, 
i.e. axon dilations (> 0.25 µm in transverse diameter) containing aggregated small vesicles 
and often one or more mitochondria, and displaying or not a synaptic membrane 
specialization (junctional complex). Smaller immunolabeled profiles were assumed to 
represent intervaricose segments of unmyelinated axons. Only profiles decorated with 3 or 
more immunogold particles were considered as immunogold-labeled. The 
immunoperoxidase labeling was readily identified as a more or less dense precipitate, often 
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outlining the small vesicles or mitochondria and the membrane of varicosities. In 30 
micrographs per rat, printed at a uniform magnification of 30,000 X and showing the best 
morphological preservation, all singly or dually immunolabeled profiles of axon 
varicosities were counted and categorized as immunopositive for TH alone, for VGLUT2 
alone or for both TH and VGLUT2 (TH/VGLUT2). As an equivalent ultrathin section 
surface (± 1665 µm2) was being examined in every rat, the total number of varicosities in 
the different categories could be merely divided by the number of rats (n = 7) for the 
comparison between normal and 6-OHDA-lesioned rats. 
Statistical analyses 
All data were expressed as group mean ± SEM. Statistical analyses were performed 
with SigmaStat (Systat Software) or GraphPad Prism 4. T-tests, analyses of variance (one-
way ANOVA) and Tukey post-hoc tests were used to determine statistical significance. P 
values below 0.05 were considered statistically significant. 
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RESULTS 
 
Expression of VGLUT2 mRNA in pre- and post-natal ventral mesencephalon 
Double in situ hybridization against TH and the three VGLUT subtypes was 
performed in order to detect VGLUT1-3 mRNAs in developing DA neurons in vivo. The 
selectivity of the [35S]VGLUT mRNA probes was validated by evaluating their distribution 
in autoradiographs from the brain of normal 15 day-old rats. In keeping with previous 
observations (Boulland et al., 2004; Fremeau et al., 2002; Gras et al., 2002; Herzog et al., 
2004b), VGLUT1 mRNA was abundant in the pyramidal cell layer of hippocampus and in 
cerebral cortex; VGLUT2 mRNA in the red nucleus and the medial geniculate nucleus, and 
VGLUT3 mRNA in the dorsal and median raphe nuclei (Supplementary online Material) 
(Herzog et al., 2004a). No signal was observed with sense probes (data not shown).  
Inspection of these autoradiographs did not show abundant VGLUT2 labeling in the 
ventral mesencephalon, including the VTA and SN, which could be due to a low sensitivity 
of detection of our in situ hybridization technique, but could also reflect a truly low level of 
VGLUT2 mRNA at that age (Boulland et al., 2004). However, this did not exclude co-
expression by a sub-population of these neurons, nor the repression of a broader co-
expression at earlier stages of development. 
The expression of each VGLUT subtype was therefore examined from E14 to E21 as 
well as in neonatal rats, using double in situ hybridization with Dig-TH and [35S]VGLUT 
probes. No labeling for VGLUT1 and VGLUT3 mRNA was detected in the mesencephalic 
region of embryonic or neonatal rats (data not shown). In contrast, at E14-E15 and E16, 
strong labeling for VGLUT2 mRNA was observed in the region displaying TH mRNA 
labeling (Fig. 1A,A1), i.e., in the ventral and paramedial zone of the mesencephalon where 
developing DA neurons are found (Smits et al., 2006). At later embryonic ages (E18-21), 
TH mRNA labeling remained abundant, but the overlap with VGLUT2 labeling was lost, 
suggesting a lowering of VGLUT2 expression in dopaminergic nuclei (Fig. 1B,B1). 
Quantification of the VGLUT2 mRNA labeling in TH-Dig-positive regions of embryonic 
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ventral mesencephalon showed averages of 7.9 ± 0.9 and 7.3 ± 0.6 silver grains per 500 
µm2 of section at E15 (N=3) and E16 (N=5), respectively, and significant decreases to 2.3 ± 
0.4 and 1.9 ± 0.2 per 500 µm2 at E18 (N=3) and E21 (N=5), respectively (P < 0.001 by 
one way ANOVA and Tukey’s multiple comparison post-hoc test) (Fig. 1C). To confirm 
the presence of VGLUT2 mRNA in embryonic DA neurons, single-cell RT-PCR was used 
in individual E15 DA neurons. After acute dissociation of the ventral mesencephalon in 15 
days embryos, 54 cells were collected. Of these 54 cells, 13 were found to contain 
VGLUT2 mRNA and 4 to contain TH mRNA. Out of these 4 DA neurons, 3 were found to 
contain VGLUT2 mRNA (Fig. 1D), thus confirming the apparent frequent expression of 
this transcript in embryonic DA neurons.  
In postnatal rats, numerous neurons dually-labeled for TH and VGLUT2 mRNAs 
were visible in the rostral linear raphe (RLi) nucleus (Fig. 2A,B), while only small numbers 
were observed in the VTA and SNc (Fig. 2C,D). The percentage of DA (TH mRNA) 
neurons co-expressing VGLUT2 mRNA in the VTA and SN of normal neonatal rats is 
given in Table 1. In P5, P10 and P15 pups (N=4 for each age), we counted a total of 5382 
neurons containing TH mRNA in the SN, and 4656 in the VTA. Out of these, only a small 
subset showed dual labeling (33 in the SN, and 120 in the VTA). There was no statistically 
significant change in the percentage of dually labeled neurons in the VTA or the SN 
between these ages (Table 1). At each age, the percentage of co-expression was 
significantly higher in the VTA (parabrachial and paranigral subdivisions) than the SN (2.6 
± 0.5 % versus 0.6 ± 0.1 % in average; p < 0.001, t-test). The highest ratio was observed in 
the RLi (24.1 ± 6.4 %; N=3), in which DA neurons are less numerous and dispersed along 
the midline (Fig. 2A,B). Some neurons expressing VGLUT2 only were also seen in the 
VTA, suggesting the presence of primarily glutamatergic neurons in this mesencephalic 
region (e.g., Fig. 4A). 
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Co-expression of VGLUT2 by DA neurons after neonatal 6-OHDA lesion  
The neonatal administration of 6-OHDA allowed to evaluate the effects of an early 
injury on the transmitter phenotype of surviving DA neurons. As expected from earlier 
studies (Fernandes Xavier et al., 1994), eleven days after 6-OHDA (P15), TH 
immunoreactivity was almost abolished in the dorsal striatum of 6-OHDA rats, but residual 
labeling persisted in the ventral striatum, and notably in the nAcb (Figs 3A,B). The 
consequences of the 6-OHDA lesion on VGLUT2 expression were first investigated by 
measuring TH, VGLUT2 and β-actin mRNAs in tissue blocks of the VTA and SN of 
normal, sham and 6-OHDA-lesioned 15 day-old rats (N=3), using semi-quantitative RT-
PCR. As shown in Figs 3C and D, TH mRNA was markedly decreased after 6-OHDA 
compared to normal or sham controls (optical density 0.41 ± 0.04 vs. 1.1 ± 0.04 and 0.87 ± 
0.16 for normal and sham respectively; one way ANOVA, F(2,8) = 12,1, p < 0.05). In 
contrast, there were no significant differences in VGLUT2 mRNA levels between either 
group (Fig. 3C,D; OD 0.94 ± 0.03 for 6-OHDA rats vs. 0.88 ± 0.03 and 0.82 ± 0.1 for 
normal and sham rats, respectively; one way ANOVA, F(2,8) = 0,9, p > 0.05).  
In view of the major decrease in the number of DA neurons, the lack of a parallel 
decrease in VGLUT2 mRNA was compatible with either one of two possibilities. The 
proportion of surviving DA neurons expressing VGLUT2 could be increased following the 
6-OHDA lesion, thus compensating for the decrease in DA neuron number, or else, most of 
the VGLUT2 mRNA that was measured originated from non-DA neurons that were not 
affected by the lesion. To distinguish between these possibilities, the number and 
proportion of DA neurons that expressed VGLUT2 mRNA were determined by double in 
situ hybridization in sham-operated compared to 6-OHDA-lesioned rats. As shown in Table 
2, 11 days after the lesion, there was a modest but non significant increase in the number 
and proportion of dually labeled neurons in the VTA of sham operated (N=4) compared to 
control rats (N=4) (56 TH+/VGLUT2+ over 1124 TH+, i.e. 7.1 ± 1.5% versus 19 
TH+/VGLUT2+ over 1116 TH+, i.e., 1.8 ±0.3%), and no change in the SN. As also shown 
in Table 2, the total number of neurons displaying TH mRNA was considerably reduced in 
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the VTA of the lesioned rats (N=4), while such neurons had almost totally disappeared 
from the SN. Yet, the number of VTA neurons co-expressing TH and VGLUT2 mRNA 
after 6-OHDA (142 TH+/VGLUT2+ over 530 TH+ neurons) was higher than in control and 
sham-operated animals (Fig. 4), whereas none were observed in the SN. As the number of 
VTA DA neurons was markedly reduced by the lesion, this resulted in a highly significant 
increase in the proportion of dually labeled VTA neurons (26.3 ± 2.5%; Table 2). An 
analysis of variance confirmed the statistical significance of this difference (p < 0.001 for 
6-OHDA versus each other group), in the absence of a significant difference between the 
sham and control rats. 
 
TH and VGLUT2 containing axon terminals in the nAcb of normal and 6-OHDA-
lesioned 15 day-old rats 
In every specimen from both normal and 6-OHDA-treated rats examined by electron 
microscopy after dual immunolabeling for TH and VGLUT2, axon terminals (varicosities) 
labeled for TH only (DAB), VGLUT2 only (gold particles) and both TH and VGLUT2 
could be observed (Fig. 5). A quantification of these results revealed a considerable 
reduction (38%) in the number of TH positive singly-labeled varicosities after the 6-OHDA 
lesion compared to normal (Table 3). An apparent reduction in the number of singly 
labeled, VGLUT2 positive terminals was also measured, but did not reach statistical 
significance because of the considerable variability between rats. Surprisingly, there was no 
significant decrease in the number of dually labeled terminals estimated as a proportion of 
the total number of TH positive terminals after 6-OHDA (Table 3).  To the contrary, 37% 
of residual TH positive terminals in the nAcb of 6-OHDA-lesioned rats were dually 
labeled, a value which was significantly higher than the 28% measured in normal rats (p < 
0.05). Interestingly, even in single thin sections, the dually labeled terminals frequently 
showed a synaptic membrane specialization (junctional complex), either asymmetrical or 
symmetrical (Figs. 5C and 5F). However, the relatively small number of dually labeled 
synaptic profiles precluded further analysis of their relational features. 
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DISCUSSION 
While confirming that, in normal rats, a subset of VTA DA neurons expresses 
VGLUT2 mRNA, this study suggests that this dual transmitter phenotype is more broadly 
expressed during early than late embryonic development, and reveals that it may be 
activated in VTA DA neurons surviving a neonatal 6-OHDA lesion. It also provides the 
first demonstration of the presence of VGLUT2 protein in TH-immunopositive axon 
varicosities of the nAcb, reinforcing the possibility of a dual release of glutamate and 
dopamine by these nerve terminals in vivo.  
VGLUT2 expression in mesencephalic DA neurons in vivo 
The initial goal of the present study was to characterize the glutamatergic phenotype 
of mesencephalic DA neurons, and to determine whether, as in culture (Dal Bo et al., 
2004), these neurons co-express vesicular glutamate transporters in vivo. In agreement with 
two recent reports (Kawano et al., 2006; Yamaguchi et al., 2007), in normal postnatal rat, 
only VGLUT2 mRNA was detected in a small sub-population of ventral mesencephalic 
neurons containing TH mRNA. Therefore, alike other monoaminergic neuronal populations 
expressing a glutamatergic phenotype, such as C1 adrenergic neurons expressing VGLUT2 
(Stornetta et al., 2002) and raphe serotonin neurons expressing VGLUT3 (Gras et al., 
2002), mesencephalic DA neurons co-express only one VGLUT subtype. Albeit low, the 
proportion of DA neurons co-expressing VGLUT2 in normal postnatal rat was significantly 
higher in the VTA than in the SNc. This was in keeping with the recent observations of 
Kawano et al. (2006) in adult animals, and further highlights phenotypic differences 
between DA neurons in these two nuclei, as already shown for the levels of expression of 
TH, DA transporter and calbindin (Rogers, 1992; Blanchard et al., 1994; Korotkova et al., 
2005; Korotkova et al., 2004). The small subset of DA neurons expressing VGLUT2 
mRNA in normal postnatal rat contrasted with the high proportion of isolated DA neurons 
in culture known to release glutamate synaptically (~60%) (Sulzer et al., 1998) or to 
express VGLUT2 protein (~80%) (Dal Bo et al., 2004), suggesting that VGLUT2 
expression might be enhanced in isolated DA neurons in vitro.  
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In vivo, VGLUT2 expression may be abundant and widespread during development 
but repressed in mature DA neurons. Indeed, at 14 to 16 embryonic days, VGLUT2 mRNA 
was strongly and broadly co-expressed with TH mRNA in the region of ventral 
mesencephalon where DA neurons first develop (Kalsbeek et al., 1988), and no longer 
detectable at later embryonic stages (E18 and E21). Single-cell RT PCR confirmed the 
frequent co-expression of VGLUT2 in E15 DA neurons. In rat ventral midbrain at E18, DA 
neurons are found in the same relative location that they will occupy in the adult brain, and 
their projections begin to reach the ventro-lateral part of the neostriatum (Specht et al., 
1981; Voorn et al., 1988) in which neurogenesis begins (Bayer, 1984). Future work will be 
needed to verify that the rapid change in regional overlap of TH and VGLUT2 expression 
in embryonic ventral midbrain does represent a reduced number of DA neurons expressing 
VGLUT2 mRNA, and to determine the specific role of this dual phenotype during the 
growth of these neurons. Rapid declines in VGLUT2 expression have been described 
previously in postnatal rat brain (Boulland et al., 2004). They are likely to reflect the 
repression of a glutamatergic phenotype transiently expressed during critical periods of 
development. 
VGLUT2 expression in DA neurons surviving a neonatal 6-OHDA lesion 
 Neonatal i.c.v. administration of 6-OHDA is a well-established model to study 
adaptive and plastic properties of central DA neurons in vivo (Fernandes Xavier et al., 
1994; Joyce et al., 1996; Penit-Soria et al., 1997; Neal-Beliveau and Joyce, 1999). This 
lesion destroys most DA in the SNc and decreases the number of DA neurons in the VTA, 
but, as previously shown, many DA neurons of this latter region survive. The present study 
revealed that the percentage of VTA DA neurons expressing VGLUT2 mRNA was 
markedly increased in 15 day-old 6-OHDA lesioned rats compared to normal or sham 
controls. This increase in number of VTA DA neurons containing VGLUT2mRNA was far 
greater than could be explained by a preferential survival of those VTA neurons normally 
expressing the dual phenotype. Interestingly, an increase in the number and in the 
proportion of dually labeled DA neurons was already observed 2 days after the surgery, at 
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P6 (96 VGLUT2+/TH+ over 561 TH+ counted in 3 animals; 17.1 ± 4.4), indicating an 
early and rapid activation of VGLUT2 expression in surviving DA neurons (data not 
shown). These data argue in favor of the hypothesis of an induction or derepression of 
VGLUT2 expression in many of the surviving DA neurons.  
The proportion of VTA DA neurons expressing VGLUT2 appeared to be also slightly 
increased in sham-injected rats that were pre-treated with desipramine to prevent 
degeneration of noradrenergic neurons. Although this trend did not reach statistical 
significance, it may have been due to an elevation of extracellular norepinephrine. 
Interestingly, in adult rat, chronic desipramine treatment has been shown to increase 
VGLUT1 mRNA in the cerebral cortex and hippocampus (Moutsimilli et al., 2005; Tordera 
et al., 2005), and VGLUT2 mRNA in the thalamus (Tordera et al., 2005). Preliminary data 
suggests that a modest increase of VGLUT2 mRNA in the ventral mesencephalon may 
indeed result from a single injection of desipramine in normal neonatal rats (not shown). 
On the other hand, there was no detectable increase in VGLUT2 mRNA expression in 
the SNc DA neurons having survived the 6-OHDA lesion. This perhaps reflected a further 
difference between VTA and SNc DA neurons, not only in their ability to express 
VGLUT2 under normal conditions, but also in their potential to up-regulate its co-
expression after trauma. Experiments in progress should tell whether VTA DA neurons of 
adult rats retain the potential to express VGLUT2 after partial 6-OHDA lesion. 
Interestingly, a number of recent reports have described an enhanced expression of 
VGLUT2 by mature neurons in response to various stimuli (Kawasaki et al., 2006; 
Kawasaki et al., 2005; Hrabovszky et al., 2006; Aymerich et al., 2006). These findings 
illustrate the remarkable plasticity of the glutamate transmitter phenotype of neurons. The 
recent demonstration that hippocampal granule cells begin to express glutamic acid 
decarboxylase and to release GABA in addition to glutamate after a kindling protocol 
(Gutierrez, 2000; Gutierrez and Heinemann, 2006) or in response to GDNF (Gomez-Lira et 
al., 2005) also favors this view. These latter results have been interpreted as the reactivation 
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of a normally repressed developmental program (Seal and Edwards, 2006), which might 
also be the case for VGLUT2 expression by neonatally-lesioned DA neurons.  
Presence of VGLUT2 protein in DA terminals 
Considering that mesencephalic DA neurons of the VTA densely innervate the nAcb 
(Oades and Halliday, 1987), this small nucleus was the ideal anatomical area to search for a 
colocalization of TH and VGLUT2 protein in axon terminals. After dual immunolabeling 
for electron microscopy, 28% of TH positive terminals in the core of nAcb could be 
distinctly visualized as also containing VGLUT2 protein. Such a proportion of axon 
terminals containing both TH and VGLUT2 protein was much higher than the observed 
proportion of DA neurons expressing VGLUT2 mRNA, a discrepancy for which several 
possible explanations could be advanced, in addition to limitations in sensitivity of the dual 
in situ hybridization technique. VGLUT2 positive DA neurons could have established a 
higher density of axon terminals at this stage of development than DA neurons which do 
not express VGLUT2. It is also possible that the half-life of the VGLUT2 protein is 
relatively long, accounting for its persistence many days after interruption of its synthesis 
and export to axon terminals. 
As expected, the 6-OHDA lesion caused a substantial decrease in the number of TH-
immunopositive terminals in the nAcb, as evaluated either by dual immunofluorescence or 
by double labeling immuno-electron microscopy. In the latter material, the 38% decrease in 
axon terminals labeled for TH was considerably less than the 60% reduction in number of 
VTA neurons displaying TH mRNA, perhaps reflecting, at least in part, the survival of DA 
neurons which no longer expressed detectable amounts of TH mRNA. Interestingly, this 
diminished number of TH terminals was not accompanied by a statistically significant 
reduction in the number of dually TH and VGLUT2 positive axon terminals (decrease of 
less than 20%). On the contrary, there was a small but significant increase in the percentage 
of all TH terminals which exhibited the dual phenotype (from 28% to 37%; p < 0.05). This 
finding is in line with the increase in the proportion of VTA DA neurons that co-expressed 
VGLUT2 mRNA after the lesion. Alternatively, it could indicate that axon terminals arising 
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from DA neurons that also contain VGLUT2 were less sensitive to the 6-OHDA-induced 
degeneration. Because, in many brain regions, central DA neurons are endowed with non-
synaptic as well as synaptic axon varicosities (Hattori et al., 1991; Descarries et al., 1996; 
Ingham et al., 1998), it will be of interest to explore the possible relationship between the 
glutamatergic phenotype of TH positive terminals and their synaptic versus non-synaptic 
differentiation. 
Conclusion 
Although the specific role of glutamate in mesencephalic DA neurons remains 
undetermined, the early developmental expression of VGLUT2 in these neurons suggests 
an implication of glutamate release in the establishment or fine-tuning of their projections. 
Further experiments will be required to test this hypothesis more directly and to investigate 
which signals activate or derepress VGLUT2 expression in lesioned VTA neurons. It will 
also be of major interest to determine whether such a phenotypic switch may occur in adult 
animals, as well as the possible role of the dual DA-glutamate phenotype (and its 
regulation) within the context of pathological states.  
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Table 1 
NUMBER AND PROPORTION OF VTA AND SN NEURONS CO-EXPRESSING  
TH AND VGLUT2 mRNA IN POSTNATAL CONTROL RATS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Means ± SEM for the number of neurons counted per section in 4 rats at each age (3 or 4 
sections per rat). On the right, the number of dually labeled neurons (TH+/VGLUT2+) is 
expressed as a percentage of all neurons containing TH mRNA (TH+). 
Control Rats 
TH+ cells 
per section 
TH+/VGLUT2+ cells 
per section 
TH+/VGLUT2+ 
TH+ 
P5 
(N=4) 
VTA 121 ± 14 4.1 ± 1.2 3.4 ± 0.8 % 
SN 131 ± 10 0.9 ± 0.2 0.7 ± 0.1 % 
P10 
(N=4) 
VTA 158 ± 18 3.8 ± 1 2.4 ± 0.4 % 
SN 167 ± 19 1.3 ± 0.6 0.8 ± 0.3 % 
P15 
(N=4) 
VTA 102 ± 7 1.8 ± 0.3 1.8 ± 0.3 % 
SN 152 ± 12 0.7 ± 0.4 0.4 ± 0.2 % 
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Table 2 
 
NUMBER AND PROPORTION OF VTA AND SNC NEURONS CO-EXPRESSING  
TH AND VGLUT2 mRNA IN SHAM AND 6-OHDA LESIONED RATS 
 
 
 
 
 
 
 
 
Data from P15 rats subjected to vehicle (sham) or 6-OHDA injection at P4. As in Table 1, 
means ± SEM for the number of neurons counted per section in 4 rats of each group. The 
proportion of dually labeled neurons (TH+/VGLUT2+ over all TH+) is significantly greater 
in 6-OHDA-lesioned than sham rats. *** p < 0.001 by ANOVA and Tuckey Test post-hoc. 
P15 
TH+ cells 
per section 
TH+/VGLUT2+ cells 
per section 
TH+/VGLUT2+ 
TH+ 
Shams 
(N=4) 
VTA 98 ± 7 6.9 ± 2.7 7.1 ± 1.5 % 
SN 126 ± 13 0.9 ± 0.4 0.7 ± 0.3 % 
6-OHDA 
(N=4) 
VTA 39 ± 5 10.3 ± 1 26.3 ± 2.5 %*** 
SN 4.6 ± 2.6 0 0 
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Table 3 
 
NUMBER OF TH, VGLUT2, AND TH/VGLUT2 IMMUNOPOSITIVE AXON 
TERMINALS IN THE nAcb OF 15 DAY-OLD NORMAL VERSUS 6-OHDA-
LESIONED RATS 
 
 
N varicosities is the total number of immunopositive axon varicosities in each category, 
counted over an equivalent total surface of 11 655 µm2 of thin section (1665 µm2 per rat) in 
each group, as explained in Materials and Methods. The percentage of all TH-labeled axon 
terminals dually immunolabeled for VGLUT2 is given on the right. *** p < 0.001 and * p < 
0.05 by unpaired Student’s t-test. 
P15 TH+ terminals 
VGLUT2+ 
terminals 
TH+/VGLUT2+ 
terminals 
TH+/VGLUT2+ 
TH+ 
Normal 
(N=7) 
N varicosities 1125 892 318 28 ± 2 % 
 Mean ± SEM 161 ± 8 127 ± 32 45 ± 6 
6-OHDA 
(N=7) 
N varicosities 696 581 256 37 ± 4 % * 
 Mean ± SEM 99 ± 11 *** 88 ± 16 37 ± 4 
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FIGURE LEGENDS 
 
 
Supplementary figure 1: Distribution of VGLUT1, VGLUT2 and VGLUT3 mRNA 
labeling in P15 rats. A-C are representative pictures of autoradiographs obtained by 
single-probe in situ hybridization with [35S]UTP-labeled VGLUT mRNA probes. VGLUT1 
mRNA is abundant in the hippocampus (Hipp) (A), VGLUT2 mRNA in the red nucleus 
(RN) and the medial geniculate nucleus (MGN) (B), and VGLUT3 mRNA in the dorsal 
(DR) and median raphe (MR) nuclei (C). 
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Figure 1: Selectivity and evaluation of co-expression of TH and VGLUT2 mRNA in 
prenatal ventral mesencephalon. A-B1 Double in situ hybridization with DIG-labeled 
probes to detect TH mRNA (purple) and radiolabeled probes to detect VGLUT2 mRNA 
(silver grains). A-A1: TH and VGLUT2 mRNAs in the ventral mesencephalon of an E15 
rat. Note the strong overlap in regional co-localization of both mRNAs. B-B1: At E18, 
there is little overlap in the regional distribution of the two mRNAs. A1 and B1 are 
enlargements of the areas outlined in dashed line in A and B. C: Density of VGLUT2 
mRNA labeling (number of silver grains per 500 µm2 of section) in TH-Dig positive areas 
of mesencephalic sections from embryos at different ages. Both E18 and E21 values are 
significantly lower than E15 and E16 values (means ± SEM from 3 embryos at E15 and E18 
and 5 embryos at E16 and E21). *** p < 0.001 by ANOVA and Tuckey post-hoc test. D: 
Presence of VGLUT2 mRNA in freshly dissociated mesencephalic DA neurons (cells 1-3) 
identified by the presence of TH mRNA. Cell 4 only expresses TH mRNA, while cell 5 
only expresses VGLUT2. MS, mesencephalon plus striatum used as positive control; m, 
muscle, used as negative control. 
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Figure 2: Co-expression of TH and VGLUT2 mRNA in RLi, VTA or SNc neurons of 
15 day-old normal rats.  Double in situ hybridization with DIG-labeled and radiolabeled 
probes as in Fig. 1 (TH mRNA in purple, and silver grains for VGLUT2 mRNA). A and B: 
Co-expression of VGLUT2 and TH mRNA is observed in a subset of DA neurons (black 
arrows) in the rostral linear nucleus of the raphe (RLi). Many other neurons displayed only 
TH mRNA (red arrows). C and D: A few neurons in the SNc (C) and VTA (D) of normal 
rats display both mRNAs (black arrows). Red arrows designate neurons containing TH 
mRNA only. Outlines of VTA, SNc and RLi drawn from Paxinos & Watson (2005). 
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Figure 3: Effect of the neonatal 6-OHDA lesion on TH and VGLUT2 mRNA levels in 
the ventral mesencephalon of 15 day-old rats. A and B: TH immunoreactivity in the P15 
rat striatum after i.c.v. injection of aCSF (sham) (A) or 6-OHDA (B). Note that the 6-
OHDA lesion induced an almost complete loss of TH levels, confirming the success of the 
lesion.  
C: Expression profile of relative TH, VGLUT2 and β-actin mRNA levels in the 
mesencephalon of P15 rats. Measurements were made by multiplex semi-quantitative RT-
PCR from control, sham-operated and 6-OHDA-lesioned rats (3 animals per condition). D: 
Histogram representing the relative levels of TH and VGLUT2 mRNA measured from 
control, sham or lesioned tissue. The data represents the average ± SEM from 3 rats per 
condition. Values were normalized to the signal obtained for β-actin mRNA levels. * <0.05 
when compared to control or sham groups by ANOVA and Tuckey post-hoc test. 
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Figure 4: Co-expression of TH and VGLUT2 mRNA in VTA neurons of 15 day-old 
sham control (A) or 6-OHDA-lesioned (B) rats. A and B: Compared to normal (Fig. 2D) 
and sham control (A), a greater number of VTA neurons co-expressed TH and VGLUT2 
mRNA (black arrows) in 6-OHDA lesioned rats (B). Red arrows designate neurons 
containing TH mRNA only, and double arrows neurons with VGLUT2 mRNA only. 
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Figure 5: Electron microscopic visualization of singly (TH or VGLUT2) and doubly 
(TH/VGLUT2) immunopositive axon terminals (varicosities) in the nAcb of normal 
(A-C) or 6-OHDA-lesioned (D-F) 15-day old rats. TH and VGLUT2 were respectively 
labeled with the immunoperoxidase (fine DAB precipitate) and the immunogold technique 
(dense, silver-intensified, gold particles). At the relatively low magnification of A and D, 
varicosities labeled for TH only (thin black arrows), VGLUT2 only (empty arrows) or TH 
and VGLUT2 (thick black arrows) may be observed in the same field. In D, note the 
presence of two doubly labeled varicosities closely apposed to a neuronal cell body (N in 
cytoplasm). In B, a triad is formed by three juxtaposed axon varicosities, one of which 
shows TH labeling only (thin black arrow) and the two others VGLUT2 labeling only 
(empty arrows). In C, the thick black arrows designate two varicosities along the same 
axon, which display both TH and VGLUT2 labeling. Both of these varicosities make an 
asymmetrical synaptic contact (between small arrows) with a dendritic spine (asterisks). In 
E, a doubly labeled varicosity (thick black arrow) is seen emerging from its parent 
unmyelinated axon. To its right, a small profile (presumably axonal) is labeled for TH only 
(thin black arrow). In F, underneath a small profile singly labeled for VGLUT2, a larger, 
doubly labeled axon varicosity (thick black arrow) forms a symmetrical synaptic contact 
(between small arrows) with a dendritic spine (asterisk). Scale bars: 1 µm (A and D); 
0.5µm (B, C, E and F). 
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RESULTATS SUPPLEMENTAIRES: 
 
Rôle de l’expression de VGLUT2 dans la survie des neurones dopaminergiques 
 
Pré requis : 
Une sous-population de neurones DA du mésencéphale a la capacité d’exprimer 
VGLUT2. In vivo, nous avons observé par hybridation in situ que 2% des neurones de 
l’ATV expriment l’ARNm de VGluT2 chez les rats de 15 jours postnataux. Suite à une 
lésion des neurones DA par injection de 6-OHDA, 27% des neurones DA survivants de 
l’ATV expriment l’ARNm de VGLUT2. Il semble donc qu’une induction de l’expression 
de VGLUT2 survienne suite au traitement pharmacologique à la désipramine et à la 6-
OHDA (augmentation du nombre de neurones DA qui expriment VGLUT2). Cependant, il 
se peut que l’augmentation de la proportion des neurones dopaminergiques qui expriment 
VGLUT2 soit due en partie au fait que ces neurones sont moins sensibles à la 
dégénérescence induite par la 6-OHDA. In vitro, en culture le pourcentage de neurones DA 
isolés qui expriment VGLUT2 est de 75%. Ici encore, il n’est pas impossible que les 
neurones dopaminergiques qui survivent mieux dans des conditions artificielles et privés de 
contacts synaptiques sont ceux qui ont la capacité de produire et de libérer du glutamate. 
Nous suggérons que l’expression de VGLUT2 dans les neurones dopaminergiques 
soumis à des conditions traumatiques leur confère une capacité de survie supérieure par 
rapport aux autres neurones dopaminergiques. Pour étudier cette hypothèse, nous avons 
effectué deux séries d’expériences. Premièrement, nous avons testé à l’aide d’un traitement 
qui augmente la survie des neurones dopaminergiques, si la proportion de neurones 
dopaminergiques exprimant VGLUT2 était diminuée dans ces conditions. Deuxièmement, 
nous nous sommes intéressés à reproduire une dégénérescence sélective des neurones 
dopaminergiques dans nos cultures à l’aide de MPTP afin d’observer si les neurones qui 
expriment VGLUT2 survivent mieux à un traitement traumatique. 
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Effet d’un traitement visant a augmenté la survie des neurones dopaminergiques  de 
rats dans des cultures de microgouttes. 
 
La vératridine, un agoniste des canaux sodiques voltage dépendant augmente la 
survie des neurones DA in vitro, tel que démontré sur des cultures de neurones 
dopaminergiques prélevés sur des embryons de rats à E15.5 (Salthun-Lassalle et al., 2004). 
Dans cette étude, les auteurs ont rapporté que la survie induite par application chronique de 
0.8μM de vératridine est comparable à celle induite par le GDNF, mais s’effectue par un 
mécanisme indépendant. Cette promotion de la survie est de plus spécifique aux neurones 
dopaminergiques dans leurs conditions spéciales de culture qui favorise la dégénérescence 
des neurones dopaminergiques (Salthun-Lassalle et al., 2004). Toutefois il a déjà été 
montré que la vératridine augmente la survie d’autres neurones en culture : cellules de 
Purkinje (2μM ; Ghoumari et al., 2006) ; cellules des ganglions rétiniens (3μM ; Pereira & 
Araujo, 1997 ; 2000) ; neurones des ganglions de la moelle épinière (1.5 µM, Hegarty et al., 
1997) ; neurones sympathiques (1.5μM, Tanaka & Koike, 1997). Le mécanisme de survie 
passe par l’activation des canaux dépendant du voltage, puisque l’application de 
tétrodotoxine (TTX) abolit l’effet positif (Salthun-Lassalle et al., 2004). Ceci suggère que 
des stimulations excitatrices favorisent la survie des neurones dopaminergiques in vitro. 
Nous suggérons que l’application de vératridine dans nos cultures va diminuer la 
proportion de neurones dopaminergiques exprimant VGLUT2 en augmentant le nombre de 
neurones dopaminergiques qui n’expriment pas ce transporteur. 
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Matériels et méthodes : 
Pour étudier nos hypothèses nous avons utilisé des cultures primaires de neurones 
dopaminergiques, réalisées à partir de blocs de l’ATV et de la SN prélevés sur des rats 
néonatales (1-2 jours postnataux) (voir Dal Bo et al, 2004). Les cellules ont été dissociées 
par ajout de papaïne, et par trituration mécanique. Les neurones mésencéphaliques ont été 
placés sur des lamelles de verres enduites d’agarose, sur lesquelles des micro-gouttes de 
poly-L-lysine/collagène sont recouvertes d’une monocouche d’astrocytes, ce qui permet 
d’isoler des neurones qui établissent des contacts synaptiques sur eux-mêmes (autapses). 
L’évaluation du phénotype des neurones a été faite par immunocytochimie, à l’aide 
d’anticorps dirigés contre la tyrosine hydroxylase (TH, monoclonal de souris, Sigma; 
polyclonal de chèvre, Santa Cruz); contre VGLUT2 (polyclonal lapin, Synaptic System). 
Les anticorps secondaires couplés à l’Alexa 488 et à l’Alexa 647 de souris et de lapin 
respectivement ont été utilisés.  
Nous avons utilisé un traitement consistant en une application d’une solution de 
vératridine à 8μM à 2 jours d’intervalle à partir du temps 0 de la mise en culture pour une 
durée de 10jours. 
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Résultats : 
Des tests préliminaires ont montré que l’application de 8μM de vératridine dans les 
cultures a doublé (augmentation de 205%) le nombre total de neurones DA qui survivent 
par rapport aux conditions contrôles (671 en contrôle contre 1380 avec vératridine pour 16 
lamelles par condition) (Figure 8).  
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Figure 8 : Effet de la vératridine sur la survie des neurones dopaminergiques en culture. 
Diagramme représentant les nombres des neurones TH+ survivants totaux et isolés en 
culture dans les conditions contrôles ou en présence de 8μM de vératridine. 
 
 
Le nombre de neurones dopaminergiques isolés a lui aussi été augmenté de 155% 
suite à l’application de vératridine (94 en contrôle contre 146 avec vératridine pour 24 
lamelles par condition).  Dans l’ensemble, le nombre de neurones dopaminergiques positifs 
pour VGLUT2 n’a pas changé de façon notable (71 en contrôle contre 87 avec vératridine) 
(Figure 8). Cependant, nous avons noté une différence significative dans la survie des 
neurones dopaminergiques isolés non VGLUT2 (23 en contrôle contre 59 avec vératridine), 
ce qui représente une augmentation de 256%. Ceci a entraîné un changement dans le 
  
132
 
pourcentage de neurones exprimant VGLUT2, qui est passé de 75.5% dans le groupe 
témoin contre 59.6% dans le groupe traité à la vératridine (Figure 9). 
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Figure 9 : Effet de la vératridine sur l’expression de VGLUT2 dans les neurones 
dopaminergiques isolés en culture. Diagramme représentant les pourcentages de neurones 
TH+/VGLUT2+ isolés sur l’ensemble des neurones TH+ isolés en condition contrôle ou 
avec un traitement chronique de vératridine (8μM). 
 
 
Ces résultats préliminaires suggèrent que dans les conditions de microculture sans 
vératridine, les neurones dopaminergiques isolés qui expriment VGLUT2 ont une capacité 
supérieure à survivre sans contacts avec d’autres neurones. Cette survie préférentielle 
pourrait s’expliquer par l’excitabilité supérieure conférée par la relâche de glutamate sur le 
corps cellulaire de ces neurones. 
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Effet d’un traitement visant à augmenter la mort des neurones dopaminergiques  de 
souris dans des cultures standard. 
 
  L’objectif de cette série d’expériences était d’essayer de reproduire une 
dégénérescence sélective des neurones dopaminergiques dans des cultures standard de 
souris. Comme le suggèrent nos résultats d’hybridation in situ après lésion à la 6-OHDA, 
nous voulions tester l’hypothèse que les neurones dopaminergiques qui expriment le 
VGLUT2 survivent mieux en condition traumatiques. Les premiers tests réalisés avec 
application de 6-OHDA dans les cultures ont montré une mort non-sélective de tous les 
neurones présents, dans un temps très court. Nous avons donc décidé d’utiliser le MPTP 
pour entraîner une mort sélective des neurones dopaminergiques. 
Comme nous l’avons vu précédemment, le MPTP est converti en MPP+ par la 
monoamine oxydase contenue dans les astrocytes et la microglie, avant d’être capturé par 
les transporteurs à dopamine. De nombreuses études in vitro ont utilisé le MPTP pour 
étudier la dégénérescence des neurones dopaminergiques, mais avec très peu de similitude 
dans les protocoles. Donc dans un premier temps, les objectifs étaient de déterminer la 
concentration idéale de MPTP à ajouter dans nos cultures pour entraîner la mort sélective 
de 50% des neurones dopaminergiques. Deuxièmement, il s’agissait de s’assurer que la 
dégénérescence était bien spécifique aux neurones dopaminergiques. Enfin, nous désirions 
observer les variations d’expression de VGLUT2 et de TH dans nos cultures après le 
traitement au MPTP. 
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Matériel et méthodes : 
Pour cette étude nous avons utilisé des cultures primaires de neurones 
dopaminergiques, réalisées à partir de blocs de l’ATV et de la SN prélevés sur de souris 
TH-GFP néonatales (1-2 jours postnataux). Les cellules ont été dissociées par ajout de 
papaïne, et par trituration mécanique. Les neurones mésencéphaliques de souris ont été 
placés sur des lamelles de verres permettant le développement de cultures standard 
contenant des neurones dopaminergiques et GABAergiques. 
Après 7 jours, certaines cultures ont été traitées par 2.5μl d’une solution 
contenant du MPTP à différentes concentrations (0.5, 1 et 5μM) diluée dans l’eau pure et 
stérilisée par filtration. Une seule application puis les cultures ont été conservées dans un 
incubateur à température et oxygénation contrôlée pendant 7 jours. Les cultures en 
conditions contrôles n’ont reçu qu’un volume équivalent d’eau filtrée. 
Sept jours après le traitement, nous avons évalué la dégénérescence des neurones 
par comptage à l’aveugle, par rapport aux conditions, des neurones dopaminergiques 
identifiées par immunocyto-marquage avec un anticorps contre la tyrosine hydroxylase 
(TH; monoclonal de souris, 1/5000, Sigma), couplé à un anticorps secondaire anti-souris 
couplé à l’Alexa 488 (1/200, Molecular Probes).  
Pour évaluer si la dégénérescence était spécifique aux neurones dopaminergiques, 
des doubles marquages immunocytochimiques ont été menés avec des anticorps contre la 
TH (souris), et contre le GABA (lapin). Des anticorps secondaires couplés à l’Alexa 488 
contre la souris, à l’Alexa 546 contre le lapin ont été utilisés. Enfin, pour évaluer l’effet du 
traitement au MPTP sur l’expression de VGLUT2 dans nos cultures, des doubles 
marquages immunocytochimiques ont été faits avec des anticorps contre la TH (souris) et le 
VGLUT2 (lapin), détectés par des anticorps secondaires anti-souris couplé à l’Alexa 488, et 
anti-lapin couplé à l’Alexa 647. L’évaluation des variations d’expression des marquages 
TH et VGLUT2 a été faite sur 5 champs (images) de chaque lamelle contrôle ou traitée au 
MPTP avec un microscope confocal. Les images ont été analysées avec le logiciel 
Metamorph. 
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Résultats : 
Dans un premier temps, nous avons déterminé quelle concentration de MPTP était 
nécessaire pour entrainer la dégénérescence d’au moins 50% des neurones 
dopaminergiques dans nos cultures. Tel que déterminé par des comptes des 
immunomarquages anti-TH, la dose de 0.5 μM s,est avérée idéale. Sur un ensemble de 10 
lamelles pour chaque condition, une baisse de 53% du nombre de neurones 
dopaminergiques a été observée dans les cultures traitées avec 0.5μM de MPTP (105.3±15 
neurones dopaminergiques par lamelle) par rapport aux conditions contrôles (223.4±21 
neurones dopaminergiques par lamelle) (Figure 10). Avec des concentrations de MPTP plus 
élevées de 1 et 5μM, des baisses respectives de 59% (92.8±13 neurones dopaminergiques 
par lamelle) et 67% (75.1±11 neurones dopaminergiques par lamelle) ont été observées.  
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Figure 10 : Détermination de la concentration de MPTP à utiliser pour entraîner la mort de 
50% des neurones dopaminergiques en culture. Evaluation du nombre de neurones 
dopaminergiques survivants par lamelle (N=10 pour chaque groupe) dans les cultures en 
condition contrôle ou en présence de MPTP à 3 concentrations (0,5; 1 et 5 μM). p < 0.001 
by ANOVA and Tukey post-hoc test. 
 
 
  
***
*** *** 
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Pour s’assurer que seuls les neurones dopaminergiques étaient affectés par le 
traitement au MPTP, une évaluation du nombre de neurones GABAergiques, l’autre 
population de neurones retrouvée dans nos cultures, a été effectuée. Sur un ensemble de 8 
lamelles pour chaque condition, une moyenne de 551±42 neurones GABAergiques par 
lamelle a été observée en condition contrôle contre une moyenne de 547±59 neurones 
GABAergiques dans les cultures traitées au MPTP (Figure 11). Pas de variation 
significative n’a été observée dans le nombre de neurones GABAergiques présents dans nos 
cultures suggérant que la dose de MPTP utilisée (0.5μM) entraîne une dégénérescence 
spécifique des neurones dopaminergiques. 
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Figure 11 : Effet du MPTP sur la survie des neurones dopaminergiques et GABAergiques 
en culture. Evaluation du nombre de neurones dopaminergiques et GABAergiques par 
lamelle (n=8) survivants dans les cultures en condition contrôle ou en présence de 0,5 μM 
MPTP. p < 0.001 by ANOVA and Tukey post-hoc test. 
 
***
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Nous avons ensuite observé l’effet de l’application de 0.5μM de MPTP sur 
l’expression de VGLUT2 dans nos cultures. Comme la protéine VGLUT2 est seulement 
présente dans les terminaisons des neurones qui l’expriment, nous avons regardé la 
variation de l’immunoréactivité au niveau des prolongements axonaux. Pour un ensemble 
de 5 lamelles dans chaque condition, nous avons sélectionné aléatoirement 5 champs par 
lamelle dépourvus de corps cellulaires de neurones dopaminergiques, et nous avons 
quantifié l’immunoréactivité des marquages TH et VGLUT2 pour chaque lamelle. La 
densité du marquage TH  a montré une diminution significative de 56% dans les cultures 
traitées au MPTP (4110±567 pixels/unité de surface/lamelle) par rapport aux conditions 
contrôles (9278±1230 pixels/unité de surface/lamelle). La densité du marquage VGLUT2 a 
aussi montré une diminution de 49% mais non significative entre les cultures traitées au 
MPTP (1319±329 pixels/unité de surface/lamelle) et les cultures contrôles (2553±859 
pixels/unité de surface/lamelle) (Figure 12).  
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Figure 12 : Effet du MPTP sur l’expression de VGLUT2 dans les neurones 
dopaminergiques en culture. Evaluation des variations d’immunomarquage  pour la TH et 
le VGLUT2 sur les lamelles de cultures de neurones mésencéphaliques en condition 
contrôle (CTL) ou en présence de 0.5μM de MPTP. La quantification de 
l’immunoréactivité a été faite sur 5 lamelles par conditions, et comprend 5 photos par 
lamelle (n=25). p < 0.001 by ANOVA and Tukey post-hoc test. 
***
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Ces résultats suggèrent que le traitement au MPTP entraîne la dégénérescence 
spécifique des neurones dopaminergiques dans nos cultures, et représente un bon modèle 
pour étudier la survie de ces neurones dans des conditions traumatiques. Toutefois, ces 
résultats n’ont pas montré d’augmentation de l’expression de VGLUT2 dans les cultures 
traitées au MPTP. Une forte baisse de l’immunomarquage de la TH a été observée dans les 
cultures traitées au MPTP par rapport aux conditions contrôles, alors que la baisse du 
marquage VGLUT2 était non significative. Bien que des neurones glutamatergiques 
purement VGLUT2 aient été retrouvés dans nos cultures (voir 1er article), on peut 
considérer que la majorité du marquage VGLUT2 observé provient de neurones 
dopaminergiques. Dans ce contexte, une interprétation de nos résultats est que les neurones 
dopaminergiques qui expriment VGLUT2 ont une capacité de survie supérieure lorsqu’ils 
sont soumis à des traitements traumatiques. Cependant, l’absence de baisse significative du 
marquage de VGLUT2 pourrait simplement être le résultat de la variabilité du signal dans 
les groupes témoins. Ces résultats seront abordés dans la discussion. 
 
5μm 
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DISCUSSION 
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1 : Régulation de l’expression de VGLUT2 dans les neurones dopaminergiques 
 
 
1.1 Expression de VGLUT2 dans les neurones dopaminergiques en culture  
 
La principale conclusion de l’étude menée sur les neurones dopaminergiques en 
culture est que ces neurones ont la capacité d’exprimer un des 3 transporteurs vésiculaires 
du glutamate. A l’instar des neurones sérotoninergiques qui expriment uniquement 
VGLUT3, ou des neurones noradrénergiques qui n’expriment que VGLUT2, les neurones 
dopaminergiques du mésencéphale expriment spécifiquement et uniquement le transporteur 
vésiculaire de type 2 soit VGLUT2. En effet, aucune expression d’un des 2 autres VGLUTs 
n’a été retrouvée dans les neurones dopaminergiques dans notre modèle in vitro. Nos 
données fournissent la première démonstration claire que ces neurones peuvent exprimer un 
phénotype glutamatergique, attestant de leur capacité à libérer du glutamate en plus de la 
dopamine. 
Dans notre première étude, nous avons montré que la grande majorité (80%) des 
neurones dopaminergiques isolés était immunopositive pour VGLUT2 grâce à l’utilisation 
d’un modèle de culture qui permet d’isoler un neurone sur une goutte de collagène sur 
laquelle des astrocytes se sont préalablement développés (Sulzer et al., 1998 ; Bourque & 
Trudeau, 2000 ; Fasano et al., 2008). Le neurone peut ainsi se développer sans contact avec 
d’autres neurones, et établit sur lui-mêmes des contacts synaptiques appelés autapses. Cette 
condition expérimentale était nécessaire pour évaluer si la protéine VGLUT2 était bien 
présente dans les neurones dopaminergiques. En effet, la protéine est retrouvée que dans les 
prolongements axonaux mais n’est pas exprimée dans les corps cellulaires ni les dendrites 
des neurones. Cette expression exclusive dans les axones explique la différence entre nos 
résultats et la faible expression de VGLUT2 observé par immunomarquage sur des tranches 
de cerveau de rats dans l’ATV et la SN (Fremeau et al., 2002 ; Varoqui et al., 2002), et 
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suggère que la présence de la protéine VGLUT2 provient d’autres neurones projetant dans 
le mésencéphale ventral. 
Pour enlever tout doute sur une expression artéfactuelle de VGLUT2 dans les 
neurones dopaminergiques en culture, nous avons mis des neurones sérotoninergiques dans 
les mêmes conditions de cultures et démontré que comme in vivo, ces neurones n’expriment 
que VGLUT3 (Fremeau et al., 2002, Gras et al., 2002). L’autre grande population de 
neurones qui composent nos cultures sont des interneurones GABAergiques (Michel & 
Trudeau, 2000). Tout comme pour les neurones sérotoninergiques, nous avons observés que  
les neurones GABAergiques dans nos conditions de culture n’expriment pas VGLUT2, 
attestant une fois de plus de l’expression spécifique de cette isoforme dans les neurones 
dopaminergiques. Notons par ailleurs que nous avons montré la présence de neurones 
purement glutamatergiques dans nos cultures, exprimant uniquement VGLUT2 ceux-ci 
pourraient être des neurones projetant au cortex préfrontal médian, tel qu’il a été suggéré 
par des expériences de marquage rétrograde sur des rats adultes (Hur & Zaborszky, 2005). 
Le fait que la grande majorité des neurones dopaminergiques expriment VGLUT2 
en culture est en opposition avec les premiers travaux d’hybridation in situ qui n’ont pas 
détecté d’ARNm de VGLUT2 dans le mésencéphale de rats adultes in vivo. En considérant 
que nos cultures sont préparées à partir de cerveau de rats nouvellement nés (entre 0 et 2 
jours postnataux), on peut penser que l’expression de VGLUT2 dans les neurones 
dopaminergiques du mésencéphale est régulée au cours du développement normal des 
animaux. Au cours de la période embryonnaire cette expression serait forte et diminuerait 
progressivement après la naissance. Dans cette optique, nous nous sommes intéressés à 
l’expression de la protéine VGLUT2 à différents temps après la mise en culture. Nous 
avons observé que dès les premières heures suivant la mise en culture, la présence de la 
protéine est détectable. En effet, 24h après la mise en culture la moitié des neurones 
dopaminergiques isolés exprimaient déjà VGLUT2. Cette expression est très intéressante 
car les prolongements axonaux ne sont pas encore bien développés et la présence de la 
protéine a été observée dans les corps cellulaires des neurones. A des temps plus tardifs, la 
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proportion de neurones dopaminergiques immunopositifs pour VGLUT2 a graduellement 
augmenté pour atteindre un plateau à 7 jours après la mise en culture, période où les 
contacts synaptiques entre les neurones en culture sont considérés fonctionnels (Bourque & 
Trudeau, 2000).  
Donc nous avons montré que l’expression de VGLUT2 est rapide, sélective et 
persiste dans les neurones dopaminergiques en culture. Toutefois, les différences de 
proportion observées in vitro et in vivo nous obligent à préciser nos conclusions. 
L’utilisation de notre modèle de culture possède un intérêt particulier car il permet 
d’observer les terminaisons des neurones dopaminergiques et donc de détecter la protéine 
VGLUT2 dans les neurones identifiés. Le fait que les premières études d’hybridation in situ 
n’aient pas révélé d’expression d’ARN de VGLUT2 dans le cerveau n’exclue pas un faible 
niveau d’expression dans les neurones dopaminergiques in vivo. Toutefois, pour tester cette 
hypothèse des approches différentes sont nécessaires telle que la RT-PCR sur cellule 
unique. Dans une autre étude menée dans notre laboratoire, nous avons tiré profit d’une 
souris exprimant la protéine fluorescente verte (GFP pour l’anglais « green fluorescent 
protein ») sous le control du promoteur de la tyrosine hydroxylase (Sawamoto et al., 2001). 
Les neurones dopaminergiques dans ces souris expriment dans une forte proportion (92%) 
la GFP (Jomphe et al., 2005). A partir de ces souris, nous avons pu  mettre en évidence que 
la majorité (92%) des neurones TH-GFP isolés en culture exprimaient aussi l’ARNm de 
VGLUT2 (Mendez et al., 2008). Mais, fait intéressant, toujours grâce à l’utilisation de ces 
neurones, nous avons pu montrer que la proportion de neurones dopaminergiques 
exprimant l’ARNm de VGLUT2 était différente suivant les conditions de cultures. Dans les 
conditions de cultures normales, dites standard, contenant des neurones GABAergiques et 
dopaminergiques, la proportion de neurones TH-GFP exprimant les ARNm de VGLUT2 
n’est plus que de 14%. D’autre part, dans des cultures préparées à partir de neurones 
dopaminergiques TH-GFP purifiés par FACS (pour l’anglais « fluorescent-associated cell 
sorting »), la proportion de neurones dopaminergiques exprimant l’ARNm de VGLUT2 est 
de 45% (Mendez et al., 2008). Ces résultats suggèrent d’une part, que dans notre  système 
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de micro-cultures le phénotype glutamatergique est probablement surexprimé et d’autre 
part, que les neurones dopaminergiques ont la capacité d’induire l’expression de VGLUT2 
suite à une perturbation de leurs conditions environnementales.  
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1.2 Expression de VGLUT2 dans les neurones dopaminergiques de rats témoins 
 
Dans notre deuxième étude, nous avons confirmé qu’une faible proportion de 
neurones dopaminergiques de l’ATV a la capacité d’exprimer l’ARNm de VGLUT2, 
suggérant que ces neurones ont le potentiel d’utiliser le glutamate comme 
neurotransmetteur. L’expression basale de l’ARNm de VGLUT2 est relativement faible 
dans l’ATV et la SN de rats postnataux. Nous avons du utiliser une technique de double 
hybridation afin de détecter les faibles niveaux d’ARNm dans le mésencéphale ventral, ce 
qui a permis la résolution au niveau cellulaire. Cependant, il s’agit d’une technique peu 
sensible comparée à l’immunodétection ou à la RT-PCR sur cellule unique.  
Nos travaux montrent que l’expression de VGLUT2 dans les neurones 
dopaminergiques est modulée au cours du développement et est détectable surtout dans les 
stades les plus précoces, et diminue ensuite lors de la maturation postnatale. Nos résultats 
sont en accord avec les démonstrations faites par deux autres groupes de recherche, 
confirmant la présence des ARNm de VGLUT2 dans une sous-population de neurones 
dopaminergiques du mésencéphale (Kawano et al., 2006; Yamaguchi et al., 2007). 
Toujours en accord avec les observations de Kawano et ses collaborateurs, une différence 
d’expression a été observée entre l’ATV et la SN. Bien que la proportion de neurones 
dopaminergiques exprimant l’ARNm de VGLUT2 dans l’ATV était faible chez les rats 
juvéniles, elle était clairement supérieure à celle de la SNc, tel que déjà rapporté chez les 
rats adultes (Kawano et al., 2006). Nous avons également remarqué qu’il existe aussi une 
ségrégation dans la distribution des neurones doublement marqués : les régions qui en 
contiennent le plus sont les régions les plus médiales et rostrales de l’ATV, les noyaux LRI 
et paranigral de l’ATV étant ceux où sont retrouvés le plus de neurones dopaminergiques 
exprimant VGLUT2. 
Comme préalablement observé en culture, nous avons montré que l’expression de 
l’ARNm de VGLUT2 dans les neurones dopaminergiques est régulée au cours du 
développement. Dans les tranches de cerveaux d’embryons de 14 et 16 jours, une forte 
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expression de l’ARNm de VGLUT2  est retrouvée dans le mésencéphale au niveau où les 
neurones dopaminergiques se forment (Kalsbeek et al., 1988). Toutefois à des âges plus 
avancés, tels que 18 et 21 jours embryonnaires, une baisse de l’expression du marquage de 
l’ARNm de VGLUT2 a été observée dans les cellules TH positives. A 18 jours 
embryonnaires, les neurones dopaminergiques sont retrouvés à la position relative qu’elles 
occuperont dans les animaux adultes et leurs projections commencent à atteindre leurs 
cibles dans le néostriatum (Bayer et al., 1994 ; Specht et al., 1981; Voorn et al., 1988). 
Notons qu’une décroissance du marquage de VGLUT2 a déjà été rapportée dans l’ensemble 
du cerveau de rats au cours du développement (Boulland et al., 2004), suggérant qu’une 
répression du phénotype se produit effectivement au cours de la maturation dans l’ensemble 
du système nerveux central. Il se peut que lorsque les neurones dopaminergiques arrivent à 
leur place définitive, l’expression de VGLUT2 soit réprimée. Une hypothèse serait donc 
que cette expression transitoire du phénotype glutamatergique soit importante pour la 
migration cellulaire ou une autre étape du développement des neurones dopaminergiques 
telle que la synaptogénèse. Notons aussi que la technique de double hybridation in situ que 
nous avons utilisée ne nous a pas permis de faire une véritable évaluation du nombre de 
neurones TH positifs exprimant les ARNm de VGLUT2, puisque dans le tissu 
embryonnaire la révélation du marquage à la digoxigénine pour la tyrosine hydroxylase n’ a 
pas permis de délimiter clairement les corps cellulaires individuels des neurones 
dopaminergiques. 
 Toutefois, il faut soulever que nos résultats bien qu’en accord avec les études de 
Kawano et colaborateurs (2006), et Yamaguchi et colaborateurs (2007), diffèrent au niveau 
des proportions observées. En effet, dans nos conditions expérimentales, la proportion de 
neurones dopaminergiques coexprimant les ARNm de VGLUT2 était de 2% dans l’ATV, et 
de 24% dans le LRI, contre 19 % dans l’AVT et 52.7% dans le LRI dans l’étude de 
Kawano et colaborateurs (2006) effectuée sur des rats adultes. De plus, dans l’étude de 
Yamaguchi et colaborateurs (2007) menée aussi sur des rats adultes, seulement 7 neurones 
dopaminergiques sur un total de 6357 ont montré une expression de VGLUT2. Les 3 études 
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ont en commun la détection de l’ARNm de VGLUT2 à l’aide de grains d’argent, mais la 
détection de la tyrosine hydroxylase diffère puisqu’une immunodétection a été utilisée dans 
l’étude de Kawano. La différence de sensibilité entre l’hybridation in situ et 
l’immunocytochimie pourrait expliquer la différence observée dans les proportions. Nous 
savons qu’il existe une hétérogénéité entre les neurones dopaminergiques du mésencéphale 
entre l’ATV et la SN, mais aussi à l’intérieur d’un même noyau. Plusieurs gènes sont 
exprimés à des niveaux différents entre les neurones dont la tyrosine hydroxylase, la 
calbindine, les DATs, VMAT2, les récepteurs D1 et D2 (Ciliax et al., 1995; Fallon & 
Moore, 1978;  Gates et al., 2006; Gerfen et al., 1987; Gibb & Lees, 1991; Graybiel et al., 
1987; Gonzalez-Hernandez et al., 2004; Korotkova et al., 2004; Matsushita et al., 2002; 
Raisman-Vozari et al., 1991). Des faibles niveaux de TH pourraient ne pas être détectés 
dans nos conditions, et mentionnons aussi qu’il existe une régulation particulière du 
promoteur de la tyrosine hydroxylase au cours du développement.  
En utilisant des souris TH-GFP, des niveaux plus faibles d’expression des ARNm 
de la tyrosine hydroxylase ont été montrés vers la fin de la période embryonnaire et à la 
naissance pour augmenter à nouveau à la fin de la première semaine postnatale et atteindre 
des niveau proche de ceux retrouvés chez les animaux adultes à la fin de la 2ème semaine 
postnatale (Matsushita et al., 2002). En utilisant ces souris et de la RT-PCR sur des 
neurones isolés après dissociation aigue, nous avons montré que 24% et 15% des neurones 
dopaminergiques du mésencéphale chez les souris néonatales et adultes, respectivement, 
exprimaient l’ARNm de VGLUT2 (Mendez et al., 2008). La RT-PCR est une technique 
d’amplification qui permet de détecter les faibles niveaux d’ARNm que l’hybridation in 
situ ne permet pas de montrer. Toutefois, si on se réfère aux résultats obtenus in vitro sur 
les cultures (Sulzer et al., 1998 ; Dal Bo et al., 2004) et ceux obtenus in vivo sur les 
tranches, nous concluons que la perturbation de l’homéostasie et de l’environnement des 
neurones dopaminergiques entraine la surexpression du phénotype glutamatergique dans les 
neurones dopaminergiques. La dissociation aigue est aussi une technique traumatique 
importante qui pourrait entrainer la dérégulation des gènes tout comme la mise en culture. 
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Donc, nous ne pouvons donner qu’une approximation de la proportion de neurones 
dopaminergiques qui ont la capacité d’exprimer un phénotype glutamatergique dans des 
animaux témoins, et ces résultats peuvent varier en fonction des techniques de détection 
utilisées. 
 Un autre résultat intéressant obtenu dans notre étude d’hybridation in situ sur les 
animaux témoins, est la présence de neurones purement glutamatergiques dans l’ATV et la 
SNc. Ce résultat est en accord avec nos observations faites en culture (Dal Bo et al., 2004) 
ainsi qu’avec les autres recherches menées in vivo sur des rats adultes (Kawano et al., 2006; 
Nair-Roberts et al., 2008; Yamaguchi et al., 2007), et  confirme la suggestion de l’existence 
d’une population de neurones purement glutamatergiques faite suite aux travaux de 
marquage rétrograde par injection de billes fluorescentes dans le cortex préfrontal de rats 
adultes (Hur & Zaborszky, 2005). Ces neurones purement glutamatergiques n’ont pas une 
distribution homogène à l’intérieur de l’ATV. Les sous-régions qui en contiennent le plus 
sont les plus antérieures et médiales. Elles correspondent à la région rostrale de l’ATV et le 
noyau paranigral. De plus faibles expressions ont été retrouvées dans le noyau parabrachial 
et la SN (Yamagchi et al., 2007). Cette distribution ressemble à celle des neurones 
dopaminergiques qui expriment l’ARNm de VGLUT2. 
Cette population correspondrait à 12% des neurones contenus dans l’ATV et la SN 
(Mendez et al., 2008), et pourrait expliquer en partie les réponses glutamatergiques 
obtenues dans le noyau accumbens  chez la souris suite à la stimulation de l’ATV (Chuhma 
et al., 2004) et dans le cortex préfrontal chez le rat (Lavin et al., 2005). L’injection 
unilatérale de 6-OHDA dans l’ATV supprime les réponses excitatrices dans le cortex 
préfrontal unilatéral (Lavin et al., 2005). Toutefois, un gros doute subsiste sur le fait que la 
libération de glutamate provienne uniquement des fibres dopaminergiques. En effet, les 
latences des réponses suite à l’excitation électrique de l’ATV étaient en moyenne de 6.2ms 
(Lavin et al., 2005). Or, en considérant que les fibres dopaminergiques sont non-
myélinisées et que leur vitesse de conduction est comprise entre 0.55 and 11.5 m/s (Deniau 
et al., 1980; Thierry et al., 1980), la latence attendue pour ces réponses devrait être 
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comprise entre 9.5 et 18ms (Lapish et al., 2006). Par conséquent, il est possible que des 
fibres de neurones purement glutamatergiques soient responsables de ces réponses 
excitatrices rapides obtenues chez les rats adultes. En comparaison, la moyenne des 
latences des réponses excitatrices dans le nAcb de tranches de cerveaux de jeunes souris, 
était de 19.1ms (Chuhma et al., 2004). De plus, dans les tranches de cerveau de souris de 
plus de 3 semaines postnatales, il n’est plus possible d’enregistrer des réponses 
glutamatergiques dans le nAcb suite à la stimulation électrique de l’ATV (Chuhma et al., 
2004). Comme nous avons montré que la proportion de neurones dopaminergiques 
exprimant VGLUT2 diminue au cours du développement, il semble raisonnable de penser 
que les réponses glutamatergiques enregistrées dans le cortex préfrontal de rats adultes sont 
dues à la population de neurones purement glutamatergiques. La seule technique qui 
permettrait de s’assurer qu’un neurone dopaminergique libère du glutamate sur un neurone 
cible, serait de faire un double enregistrement cellulaire à la fois dans un neurone 
dopaminergique de l’ATV et d’un de ces neurones cibles dans le nAcb ou le CPF. 
Cependant, vu la faible proportion de neurones dopaminergiques qui expriment  l’ARNm 
de VGLUT2 et le faible taux de réponses obtenues par stimulation électrique de l’ATV 
dans les études de Lavin et  de Chuhma, la probabilité de réussir ce type d’enregistrement 
est très faible. 
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1.3 Modulation de l’expression de VGLUT2 dans les neurones dopaminergiques de 
rats lésés 
 
 Dans la perspective de trouver une explication à propos des différences des 
proportions de neurones dopaminergiques exprimant VGLUT2 entre les conditions in vitro 
et in vivo, nous avons décidé d’utiliser un modèle de lésion à la 6-hydroxydopamine afin de 
perturber l’homéostasie des neurones dopaminergiques du mésencéphale. L’utilisation 
d’une injection intraventriculaire de 6-OHDA dans de jeunes rats est un modèle qui permet 
d’étudier la plasticité du système dopaminergique suite à un traumatisme (Fernandes 
Xavier et al., 1994; Joyce et al., 1996; Neal-Beliveau and Joyce, 1999; Penit-Soria et al., 
1997). Bien qu’il puisse s’y apparenter au premier abord, ce modèle ne représente pas 
réellement un modèle de la maladie de Parkinson, principalement à cause de l’âge précoce 
auquel est effectuée la lésion. En fait ce modèle de lésion reproduit chez les rats adultes les 
symptômes de la maladie de Lesch-Nyhan, qui est une maladie développementale affectant 
les ganglions de la base (Visser et al., 2000).  
Dans notre étude, pour étudier l’effet à court terme de l’adaptation du système 
dopaminergique, nous avons choisi de sacrifier les animaux soumis à la lésion à la 6-
OHDA 10 jours après l’injection, à 15 jours postnataux. Il s’agit de la période où la 
synaptogénèse de ces neurones au niveau de leurs cibles dans les striatum dorsal et ventral 
n’est pas terminée (Voorn ,et al., 1988). Les ratons ont reçu une injection unique de 
désipramine afin de bloquer les transporteurs membranaires sérotoninergiques et 
noradrénergiques et de protéger l’intégrité de ces 2 systèmes avant l’injection bilatérale de 
6-OHDA pour que la toxine n’agisse que sur les neurones dopaminergiques. Dans les 
animaux lésés par la 6-OHDA, une forte diminution du nombre de neurones 
dopaminergiques dans le VTA et la SN a été  observée. Dans les neurones dopaminergiques 
survivants, nous avons constaté une augmentation du nombre de neurones TH positifs 
exprimant les ARNm de VGLUT2 (10.3 neurones par section contre 1.8 dans les animaux 
témoins) et par conséquent une forte augmentation de la proportion de neurones 
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TH+/VGLUT2+ (26.3% contre 1.8% dans les témoins). Une augmentation du nombre et de 
la proportion dans les neurones dopaminergiques de l’ATV exprimant l’ARNm de 
VGLUT2 a aussi été observée dans les animaux « shams » (6.9 neurones par section pour 
un pourcentage de 7.1% dans ce groupe), qui sont sensés reproduire les conditions 
contrôles, mais reçoivent juste la désipramine et l’injection bilatérale intraventriculaire 
d’une solution sans toxine.  
Cette augmentation en proportion dans le groupe « sham » pourrait s’expliquer par 
un effet direct de la désipramine. Pour tester cette hypothèse, un autre groupe d’animaux a 
donc reçu une injection unique de désipramine sans chirurgie, et nous avons constaté aussi 
une augmentation faible de la proportion de neurones TH+/VGLUT2+ (3.4%). Ces 
observations mettent en évidence la capacité d’induction du phénotype glutamatergique 
dans les neurones dopaminergiques. De plus, il a déjà été montré que l’injection chronique 
d’anti-dépresseurs tels que la désipramine ou la fluoxétine entraîne une augmentation de 
l’expression de l’ARNm de VGLUT1 dans certaines structures du cerveau dont le cortex et 
l’hippocampe (Moutsimilli et al., 2005; Tordera et al., 2005), et de l’ARNm de VGLUT2 
dans le thalamus (Tordera et al., 2005). Ceci suggère qu’une perturbation de l’homéostasie 
noradrénergique et sérotoninergique peut influencer la régulation des gènes des VGLUTs. 
De plus, une forte augmentation de l’expression de VGLUT2 (21.5% des neurones 
dopaminergiques de l’ATV exprimant l’ARNm de VGLUT2 contre 3.4% dans les animaux 
témoins) a aussi été observée dans des animaux sacrifiés 2 jours suite à la lésion, à une 
période où le nombre de neurones dopaminergiques n’est que faiblement diminué. Ceci 
suggère qu’il y ait une activation rapide de l’expression de VGLUT2 dans ces conditions. 
Sans toutefois atteindre les valeurs observées dans les cultures, nos résultats suggèrent 
fortement que l’expression de VGLUT2 dans les neurones dopaminergiques in vivo est 
réprimée durant la période postnatale, mais que des perturbations physiologiques puissent 
induire l’expression de ce gène ou simplement lever sa répression. 
Finalement, il est intéressant de noter que malgré que l’injection de désipramine ait 
été suivie ou non de l’injection de 6-OHDA, aucune augmentation de l’expression de 
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VGLUT2 n’a été observée dans les neurones dopaminergiques de la SNc. Ceci pourrait 
refléter une différence fondamentale entre les neurones dopaminergiques de l’ATV et ceux 
de la SN. Cette différence peut encore une fois être considérée dans le contexte de 
l’hétérogénéité observée dans l’expression de plusieurs gènes entre ces 2 noyaux, tel qu’il a 
déjà été montré pour la tyrosine hydroxylase, la calbindine, VMAT2 ou encore les DATs 
(Blanchard et al., 1994 ; Korotkova et al., 2005). 
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1.4 Expression de VGLUT2 dans les terminaisons axonales des neurones 
dopaminergiques 
 
 Notre modèle de culture cellulaire en microgouttes nous a donné la chance d’étudier 
la présence de la protéine VGLUT2 dans les neurones dopaminergiques isolés. Nous avons 
donc montré que la protéine VGLUT2 se retrouvait dans la majorité des neurones TH+ 
isolés. L’epression de VGLUT2 est rapide puisque retrouvée 24h après la mise en culture, 
et cette expression est soutenue puisque retrouvée 3 semaines après la mise en culture. 
Nous avons montré qu’il existait une ségrégation dans l’expression de la protéine VGLUT2 
dans les prolongements axonaux des neurones dopaminergiques en culture. Les expériences 
de triple marquage avec la protéine synaptique SV2 ont montré une colocalisation parfaite 
avec VGLUT2, mais aussi que certains prolongements positifs pour la tyrosine hydroxylase 
n’exprimaient pas VGLUT2. Le fait que la protéine VGLUT2 ne soit pas retrouvée dans 
toutes les terminaisons suggère que certains prolongements ne libèrent que de la dopamine 
et d’autres du glutamate ou une combinaison de dopamine et de glutamate. Cette 
hétérogénéité dans l’expression de VGLUT2 et du glutamate dans les terminaisons des 
neurones est très intéressante pour plusieurs raisons. D’une part, la majorité des 
terminaisons doublement marquées TH+ et VGLUT2+ font contact sur le corps cellulaire. 
Cette observation est compatible avec la démonstration que l’immunoréactivité anti-
glutamate n’est retrouvée que dans quelques prolongements proche du corps cellulaire dans 
la même préparation (Sulzer et al., 1998). Cette différence de répartition suggère une 
possible ségrégation de l’expression de VGLUT2 au cours de la différenciation des 
branches axonales des neurones dopaminergiques. Dans ce contexte, il est intéressant de 
noter que dans nos études, 24h après la mise en culture, certains neurones dopaminergiques 
isolés présentaient des prolongements seulement positifs pour le VGLUT2 sans exprimer 
de tyrosine hydroxylase. Trois jours après la mise en culture tous les prolongements 
VGLUT2+ étaient aussi positifs pour la TH.  
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Dans l’objectif d’évaluer la pertinence physiologique de nos observations in vitro, 
nous avons également voulu voir si la protéine VGLUT2 était retrouvée dans les 
terminaisons dopaminergiques in vivo. Comme la majorité des neurones dopaminergiques 
qui expriment l’ARNm de VGLUT2 sont retrouvés dans l’ATV, dans les sous-divisions 
LRI et PN qui projettent principalement au nAcb (Gerfen et al., 1987; Swanson et al., 
1982 ; Voorn et al., 1986), nous avons visualisé par microscopie confocale l’expression de 
VGLUT2 et de TH dans le nAcb. Bien que cette approche nous ait permis de voir un 
certain nombre de terminaisons doublement marquées, la faible taille des terminaisons et la 
possibilité de détecter des faux positifs nous ont amené à avoir recours à la microscopie 
électronique. Avec cette approche, nous avons observés que 28% des terminaisons TH+ 
étaient doublement immuno-marquées pour VGLUT2 dans le nAcb de rats de 15 jours 
postnataux. Ces résultats représentent la première démonstration de la présence dans les 
mêmes terminaisons des protéines de VGLUT2 et de la TH, confirmant clairement qu’in 
vivo, certaines terminaisons dopaminergiques de l’ATV qui projettent au noyau accumbens 
peuvent aussi contenir des vésicules glutamatergiques. Toutefois une forte différence entre 
les proportions de co-localisation est observée entre les résultats d’hybridation in situ et en 
microscopie électronique. Cette différence peut être expliquée par de différentes façons. 
D’une part, la détection d’ARN par hybridation in situ est une technique qui est moins 
sensible que l’immunomarquage. D’autre part, un même neurone dopaminergique peut 
émettre plusieurs prolongements, et il est possible qu’à 15 jours postnataux, les 
terminaisons qui co-expriment les 2 neurotransmetteurs soient les premières à atteindre 
leurs cibles dans le nAcb. Cette hypothèse est renforcée par le fait que le développement 
des prolongements des neurones dopaminergiques se poursuit jusqu’à la fin de la 3ème 
semaine postnatale. Il se peut aussi que la demi-vie de VGLUT2 soit prolongée par rapport 
à celle de son ARN. Finalement, comme il a été décrit que les prolongements axonaux des 
neurones de l’ATV sont de 2 types différents : ils diffèrent par leur diamètre et donc leur 
vitesse de conduction, mais aussi par leur nombre de varicosités (Gerfen et al., 1987 ; 
Prensa & Parent, 2001); il se pourrait que les neurones qui expriment la protéine VGLUT2 
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soit ceux qui expriment le plus de prolongements ou de varicosités, mais pour répondre 
clairement à cette question, des marquages unitaires de neurones dopaminergiques à l’aide 
d’injection de traceurs antérogrades dans l’ATV de rongeurs nouveaux nés devront être 
réalisés. L’utilisation de rats adultes ne semble pas indiquée pour aborder cette question, 
puisque des données obtenues sur des rats adultes à 90 jours postnatals montrent une 
complète disparition de la protéine VGLUT2 au niveau des terminaisons dopaminergiques, 
alors qu’une faible proportion de ces neurones continue à exprimer l’ARN (Berubé-
Carriere et al., 2008 ; Descarries et al., 2008 ; Kawano et al., 2006 ; Yamaguchi et al., 
2007). 
Un des éléments les plus intéressants trouvé grâce à la microscopie électronique, a 
été de constater que la totalité des terminaisons dopaminergiques exprimant VGLUT2 
étaient synaptiques (voir aussi Berubé-Carriere et al., 2008 ; Descarries et al., 2008). Les 
neurones dopaminergiques forment 2 types de terminaisons avec ou sans contacts 
synaptiques (Descarries et al, 1980 ; Pickel et al., 1981). Environs 30 à 40% des 
terminaisons seulement sont de type synaptique, et forment des synapses symétriques sur 
les dendrites et les épines des neurones du nAcb et du néostriatum (Voorn et al., 1986 ; 
Descarries et al, 1996); le reste est de type asynaptique ce qui veut dire qu’aucun élément 
post-synaptique n’est détectable. La présence de ces 2 types de terminaisons renseigne sur 
la capacité des neurones dopaminergiques à communiquer de façon volumique par leurs 
terminaisons asynaptiques telle que retrouvée dans d’autres systèmes de neurotransmission 
(Descarries et al., 1975, 1977; Beaudet & Descarries, 1978). Toutefois, nous avons montré 
que les terminaisons dopaminergiques exprimant le VGLUT2 forment des synapses 
asymétriques correspondant à des synapses de type glutamatergique (Berubé-Carriere et al., 
2008 ; Descarries et al., 2008). Ceci renforce l’hypothèse que les neurones 
dopaminergiques ont la capacité de libérer du glutamate à partir de ces terminaisons. 
Chez les animaux soumis à la lésion à la 6-OHDA, une forte diminution du nombre 
de terminaisons dopaminergiques dans le nAcb a été observée. Tout comme l’expression de 
l’ARNm de VGLUT2 dans les neurones dopaminergiques, une augmentation de la 
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proportion des terminaisons doublement marquées TH+/VGLUT2+ a été observée chez les 
animaux lésés (37% contre 28% chez les animaux témoins). L’injection de 6-OHDA a donc 
eu le même effet d’induction de l’expression de VGLUT2 dans les terminaisons des 
neurones dopaminergiques survivants, suggérant une fois de plus que le phénotype 
glutamatergique semble être réactivé suite à une perturbation de l’équilibre physiologique. 
Nous observons toujours une différence entre les proportions de colocalisation TH et 
VGLUT2 entre les résultats d’immunomarquage et d’hybridation in situ chez les animaux 
lésés, mais cette différence est atténuée par rapport aux animaux témoins. Comme 
mentionné auparavant, les neurones dopaminergiques exprimant le VGLUT2 peuvent 
envoyer plusieurs terminaisons et former plusieurs varicosités synaptiques au niveau de 
leurs cibles. Toutefois, cette augmentation de la proportion de terminaisons doublement 
marquées pourrait aussi provenir de l’expression de tyrosine hydroxylase dans des 
terminaisons auparavant seulement glutamatergiques. Nous avions suggéré dans notre 
premier article que les neurones dopaminergiques qui expriment VGLUT2 pouvaient peut-
être former des projections purement dopaminergiques et/ou purement glutamatergiques, et 
des terminaisons où les 2 protéines sont colocalisées. En considérant que la tyrosine 
hydroxylase n’est pas la meilleure protéine pour marquer les terminaisons 
dopaminergiques, l’utilisation d’anticorps contre les DATs pourrait permettre de répondre à 
la question si certains prolongements des neurones dopaminergiques ne libèrent que du 
glutamate.  
Un dernier point intéressant de cette étude de lésion fut de voir la diminution de 
terminaisons purement glutamatergiques au niveau du nAcb. Une diminution de 35% a été 
observée dans les animaux lésés par rapport aux animaux témoins. L’effet de la 6-OHDA 
passe par une capture de la toxine à travers les DATs, et pour l’instant aucune étude n’a 
rapporté la présence de DATs sur d’autres neurones. Toutefois, cette perte a déjà été 
observée dans d’autres recherches (Aymerich et al., 2006 ; Day et al., 2006 ; Ingham et al., 
1998), et il a été suggéré que la perte de ces terminaisons glutamatergiques serait 
attribuable à la déplétion de dopamine au niveau des épines des neurones striataux suite au 
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dérèglement des canaux calciques de type L présents sur les épines (Day et al., 2006). Mais 
à la lumière de nos résultats, il se pourrait que cette disparition des terminaisons 
glutamatergiques provienne de projections dopaminergiques qui n’expriment que le 
VGLUT2.  Comme mentionné préalablement une détection avec un anticorps contre les 
DATs ou contre la dopamine directement pourrait répondre à cette question. 
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2 : Effets du glutamate et de la dopamine au cours du développement : plasticité 
fonctionnelle 
 
De nos résultats, une hypothèse qui émerge est que l’expression du transporteur 
vésiculaire du glutamate dans les neurones dopaminergiques joue un rôle particulier au 
cours du développement. De par l’expression de VGLUT2 dans les neurones 
dopaminergiques immatures en cultures, ou au cours des périodes prénatale et postnatale, et 
sa disparition au cours de la maturation du système nerveux central, il semble que la 
capacité des neurones dopaminergiques à libérer du glutamate participe d’une façon ou 
d’une autre à la mise en place des circuits dopaminergiques au cours de la neurogénèse. 
Cette hypothèse est aussi supportée par l’observation d’une régulation de l’expression de 
VGLUT2 dans l’ensemble du système nerveux central, qui est diminuée après la naissance 
au profit de l’expression de VGLUT1 (Boulland et al., 2004 ; Hallberg et al., 2006). 
La neurogénèse est l’un des processus développementaux qui sous-tendent la  
formation du système nerveux. Ce phénomène regroupe plusieurs étapes : la prolifération, 
la migration et la différenciation cellulaire. La coordination entre les étapes dépendant de la 
régulation de plusieurs paramètres dont les facteurs de transcriptions, l’expression de 
canaux ioniques, l’apparition de récepteurs et la libération des neurotransmetteurs (Nguyen 
et al., 2001). Tous ces processus vont entrainer la formation des synapses et de réseaux 
neuronaux. Un des acteurs importants est l’excitabilité neuronale, qui a un rôle crucial dans 
le maintien des neurones au cours du  développement du système nerveux et ensuite dans la 
transmission de l’information. Les neurotransmetteurs tels que le glutamate et le GABA 
sont présents très tôt au cours du développement et régulent la prolifération des précurseurs 
neuronaux ainsi que la migration neuronale (Behar et al., 1999; Benitez-Diaz et al., 2003; 
Haydar et al., 2000; LoTurco et al., 1995). 
Les récepteurs NMDA et non-NMDA du glutamate sont exprimés très précocement 
dans les neurones post-mitotiques, et l’activation des récepteurs kainate et AMPA inhibe la 
prolifération cellulaire dans le cortex (LoTurco et al., 1995). Par contre, la prolifération des 
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cellules précurseurs des neurones striataux est quand à elle activée par les récepteurs 
NMDA (Luk et al., 2003). L’activation des récepteurs NMDA joue un rôle dans le contrôle 
de la prolifération cellulaire dans plusieurs régions du cerveau où des populations de 
cellules gardent un potentiel neurogénique tout au long de la vie, par exemple dans le gyrus 
dentelé de l’hippocampe des rats, primates et humains (Cameron et al., 1995 ; Eriksson et 
al., 1998 ; Gould et al., 1998). Il en résulte que le blocage des récepteurs NMDA in vivo 
entraîne une augmentation de la formation et la prolifération neuronale des cellules 
granulaires dans le gyrus dentelé de rats adultes (Cameron et al., 1995). Toutefois le 
mécanisme de régulation de la prolifération exercée par les récepteurs NMDA reste pour 
l’instant inconnu. Les récepteurs mGluR sont aussi retrouvés dans les zones à forte activité 
de neurogénèse dans les cerveaux pré- et postnatals (Di Giorgi Gerevini et al., 2004). Les 
mGluRs seraient surtout impliqués dans la stabilisation des réponses synaptiques 
(Miskevich et al., 2002). 
L’établissement de réseaux neuronaux commence par la croissance d’axones qui 
reconnaissent leurs cellules cibles et vont former des contacts synaptiques. Ce processus 
peut être divisé en 2 phases : la première, la formation de synapse qui comprend 
l’établissement de la communication synaptique fonctionnelle; la seconde, la maturation 
synaptique, qui comprend la différenciation fonctionnelle et morphologique des synapses. 
Les 2 phases requièrent l’implication des éléments pré- et post-synaptiques. Les récepteurs 
NMDA stimulent aussi la croissance des neurites et des dendrites et favorisent le 
branchement des cellules de l’hippocampe (Mattson et al., 1988 ; Brewer & Cotman, 1989 ; 
Wilson et al., 2000). Pour assurer un bon développement des synapses, il faut qu’il y ait 
accumulation de neurotransmetteurs au niveau de la spécialisation post-synaptique qui 
exprime les récepteurs. Les récepteurs NMDA sont les premiers récepteurs exprimés dans 
les synapses glutamatergiques. Par la suite, les synapses vont progressivement exprimer des 
récepteurs AMPA et kaïnate au cours du développement (Golshani et al., 1998 ; Petralia et 
al., 1999). Les mGluRs sont quand à eux exclus des éléments post-synaptiques au cours de 
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la formation des synapses, et commencent seulement à être exprimés après la première 
semaine postnatale (Golshani et al., 1998, Lopez-Bendito et al., 2002).  
Ces données nous amènent à penser qu’un apport de glutamate puisse aider les 
neurones dopaminergiques à établir plus rapidement et/ou efficacement des contacts 
synaptiques. Il a été montré que l’activation des récepteurs mGluR du groupe 1 joue un rôle 
important dans le développement normal de la voie nigrostriée. En effet le blocage avec des 
antagonistes mGluR entraînent une diminution de l’innervation dans le striatum dorsal sur 
des tranches organotypiques de cerveaux de rats nouvellement nés, tandis que l’utilisation 
d’agonistes permet le développement normal (Plenz & Kitai, 1998), démontrant ainsi un 
rôle trophique du glutamate au cours du développement. L’influence positive d’un 
neurotransmetteur dans l’élongation et le développement des prolongements axonaux des 
neurones dopaminergiques semble d’autant plus importante dans le contexte des effets 
négatifs de la dopamine sur la maturation des terminaisons. En effet il a été montré que 
l’activation des récepteurs D1 inhibe la motilité des cônes de croissance de neurones de la 
rétine de poulet en culture (Lankford et al., 1987). De plus, dans le striatum de souris, 
l’injection d’agonistes des récepteurs D2 inhibe le développement des terminaisons 
dopaminergiques provenant de la substance noire, tandis que le blocage avec de 
l’halopéridol entraînait une augmentation de l’arborisation terminale (Parish et at., 2002; 
Fasano et al., 2008). Tout comme la sérotonine, la dopamine semble jouer un rôle inhibiteur 
sur l’élongation des neurites (McCobb et al., 1988). Il est donc intéressant de penser que 
l’expression de VGLUTs dans les neurones dopaminergiques et sérotoninergiques puissent 
constituer un stimulus essentiel au développement normal de leurs prolongements. Par 
ailleurs, des souris dont le gène de la tyrosine hydroxylase a été réprimé, bien qu’étant 
aphagiques et hypoactives, présentent un développement normal de leurs projections 
dopaminergiques (Zhou et al., 1995 ; Zhou & Palmiter, 1995). 
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3 : Modulation de l’expression de VGLUT2 dans les neurones dopaminergiques : 
plasticité du phénotype  
 
Si on admet que l’expression de VGLUT2 dans les neurones dopaminergiques est 
transitoire et nécessaire seulement pour le développement des circuits neuronaux, nos 
résultats ont aussi montré qu’il est possible de réactiver ce phénotype dans diverses 
conditions. Premièrement, il faut noter que la mise en culture représente le meilleur modèle 
pour observer et étudier la réactivation du phénotype glutamatergique. La perturbation de 
l’équilibre homéostasique des neurones dopaminergiques permet d’amplifier l’expression 
de VGLUT2 dans ces neurones. Toutefois, nous avons observé des différences 
d’expression entre les différents types de cultures que nous utilisons. Il semble que 
l’interaction avec d’autres neurones puissent jouer un rôle dans la répression de 
l’expression de VGLUT2 dans les neurones dopaminergiques. En effet, la proportion de 
neurones TH positifs isolés exprimant VGLUT2 est de 80%. Toutefois, des évaluations sur 
des microgouttes contenant plus d’un neurone dopaminergique ont montré que la 
proportion de neurones dopaminergiques exprimant la protéine VGLUT2 n’était plus que 
de 30% (résultats non montrés). Suite à ces résultats préliminaires nous avons testé l’effet 
de différents agonistes ou antagonistes des récepteurs glutamatergiques et GABAergiques 
ionotropes ou métabotropes sans toutefois observer de variations significatives de la 
proportion de neurones dopaminergiques exprimant VGLUT2. Cependant, par RT-PCR sur 
cellule unique, une forte diminution de la proportion de neurones dopaminergiques 
exprimant l’ARNm de VGLUT2 a été observée entre les neurones dopaminergiques qui se 
développent dans des cultures standard (donc en présence d’autres neurones 
GABAergiques et glutamatergiques) (Mendez et al., 2008). Les connexions synaptiques des 
interneurones GABAergiques sur les neurones dopaminergiques s’établissent tardivement 
au cours du développement et se poursuivent après la naissance (Fishell & Van der Kooy, 
1989). Il se peut que la répression observée de l’expression de VGLUT2 soit en partie due à 
ces interactions. La lésion des neurones GABAergiques striataux par l’injection unilatérale 
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d’acide quinolinique dans des souriceaux de 10 jours postnataux, entraîne une 
augmentation de la proportion de neurones dopaminergiques exprimant l’ARNm de 
VGLUT2 (Mendez et al., 2008). Comme ces neurones projettent sur les neurones 
dopaminergiques du VTA et de la SN, ces résultats suggèrent que les neurones 
GABAergiques jouent un rôle important dans la répression du phénotype glutamatergique 
des neurones dopaminergiques. Ces travaux suggèrent qu’une perturbation du programme 
développemental des neurones dopaminergiques puisse affecter l’expression de VGLUT2 
dans ces neurones et donc modifier leur signalisation synaptique. 
Une autre hypothèse à considérer est qu’il y aurait une survie préférentielle des 
neurones dopaminergiques qui ont la capacité d’exprimer le phénotype glutamatergique 
dans un contexte de perturbations traumatiques. Suite à l’injection de 6-OHDA dans les rats 
nouveaux nés nous avons observé que les neurones exprimant les ARNm de VGLUT2 
semblaient survivre en plus grand nombre à la dégénérescence induite par la toxine. Cette 
hypothèse d’une survie préférentielle pourrait s’expliquer par plusieurs considérations. Il a 
déjà été montré que le glutamate, en plus de son action sur les processus de maturation des 
neurones au cours du développement, joue aussi un rôle dans le maintien et la survie de 
certains neurones. En effet, l’activation des récepteurs NMDA entraine une augmentation 
de la survie des cellules granulaires cérébelleuses placées en culture (Balazs et al., 1988), 
tandis que l’application d’antagonistes des récepteurs NMDA entraîne la baisse de la survie 
de ces cellules (Balazs et al., 1988), ainsi que des neurones de la moelle épinière in vitro 
(Brenneman et al., 1990). Toutefois ces données ne semblent pas s’appliquer aux neurones 
dopaminergiques suite à une lésion unilatérale à la 6-OHDA chez les rats adultes, puisque 
l’administration prolongée sous-cutanée d’antagonistes des récepteurs NMDA et mGluR5 
réduit la dégénérescence des neurones de la SNc (Armentero et al., 2006).  
Dans notre étude, nous avons observé une différence dans la distribution des neurones 
dopaminergiques co-exprimant l’ARNm de VGLUT2 entre l’ATV et la SN. Il est aussi 
connu que les neurones dopaminergiques de l’ATV dégénèrent moins dans la maladie de 
Parkinson et sont moins sensibles à l’injection de toxines comme la 6-OHDA et le MPTP. 
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De plus, une hétérogénéité de l’expression de certains gènes existe entre les neurones 
dopaminergiques de l’ATV et de la SN, avec par exemple une expression différentielle 
pour VMAT2 et les DATs (Blanchard et al., 1994 ; Gonzalez-Hernandez et al., 2004 ; 
Korotkova et al., 2005 ; Miller et al., 1999). Or une faible expression de DATs couplée à 
une forte expression de VMAT2 aurait un effet neuroprotecteur suite à l’administration de 
6-OHDA ou de MPTP (Gonzalez-Hernandez et al., 2004 ; Miller et al., 1999). Une des 
explications possible serait que les neurones qui co-expriment le VGLUT2 soient justement 
ceux qui expriment de faibles niveaux de DATs et de forts niveaux de VMAT2. 
Suite à la lésion à la 6-OHDA, il a été montré qu’une repousse axonale des neurones 
dopaminergiques survivants pouvait être observée dans les animaux lésés (Finkelstein et 
al., 2000), et que cette repousse est augmentée en bloquant les récepteurs D2 (Tripanichkul 
et al., 2003). Comme nous l’avons vu préalablement, la dopamine exerce un effet inhibiteur 
sur la croissance des neurones dopaminergiques, tandis que l’activation des récepteurs 
mGluR1 stimule cette croissance (Parish et al., 2002 ; Plenz & Kitai, 1998). Il est donc 
possible que les terminaisons dopaminergiques qui contiennent du VGLUT2 puissent être 
favorisées par cette libération de glutamate au détriment des autres terminaisons purement 
dopaminergiques.  
Dans notre modèle de culture en microgouttes, nous avons observé qu’une forte 
proportion de neurones dopaminergiques isolés exprimait VGLUT2 et que cette expression 
augmentait au cours du temps, contrairement à l’expression observée in vivo. Nous avons 
émis l’hypothèse que notre système de microgouttes pouvait sélectionner la sous-
population de neurones dopaminergiques ayant la capacité de libérer du glutamate et que 
cette libération favorisait leur survie en leur fournissant une excitabilité supplémentaire par 
rapports aux autres neurones dopaminergiques. En effet, il a été montré que l’augmentation 
de l’excitabilité des neurones dopaminergiques par la vératridine, un agoniste des canaux 
sodiques dépendant du voltage, favorisait la survie de ces neurones placés dans un système 
de culture provoquant leur dégénérescence sélective (Salthun-Lassalle et al., 2004). Pour 
tester cette hypothèse, nous avons ajouté de la vératridine dans nos cultures en 
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microgouttes. L’administration de vératridine a entraîné une augmentation de la survie des 
neurones dopaminergiques totaux et isolés, sans affecter le nombre de neurones 
dopaminergiques isolés exprimant VGLUT2; ce qui a mené à la diminution de la 
proportion des neurones dopaminergiques exprimant VGLUT2. Ces résultats suggèrent que 
l’activité fournit par la libération de glutamate sur les neurones dopaminergiques au niveau 
de leurs autapses leur confère effectivement une capacité de survie supérieure par rapport 
aux autres neurones dopaminergiques. 
Toujours dans l’optique de tester l’hypothèse que l’expression de VGLUT2 confère une 
survie préférentielle, nous avons également regardé l’effet de l’administration de MPTP sur 
la survie des neurones dopaminergiques dans des cultures standards de souris TH-GFP. 
Une semaine après avoir ajouté une seule dose de MPTP nous avons remarqué que 
l’immunoréactivité de la tyrosine hydroxylase était fortement et significativement diminuée 
alors que l’immunomarquage de VGLUT2 n’était pas changé de façon significative. Ces 
résultats sont compatibles avec l’hypothèse d’une perte préférentielle des neurones 
dopaminergiques qui n’expriment pas VGLUT2. Cette observation serait logique si les 
neurones TH+/VGLUT2+ survivants sont ceux qui expriment le moins fortement les 
DATs. Toutefois, il faut noter la variabilité important de nos résultats dans ces expériences 
et la tendance à une baisse de l’immunoréactivité de VGLUT2 en parallèle avec celle de la 
TH. Dans ce contexte, la portée de notre conclusion d’une perte préférentielle des neurones 
n’exprimant pas VGLUT2 reste incertaine. 
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4 : Perspectives et Conclusion 
 
Nos travaux ont montré qu’une sous-population des neurones dopaminergiques in vitro 
et in vivo a la capacité d’exprimer la protéine et l’ARNm d’un des 3 transporteurs 
vésiculaires du glutamate, le VGLUT2. L’ensemble de nos résultats confirme que les 
neurones dopaminergiques possèdent la machinerie nécessaire pour libérer du glutamate, et 
que sous certaines conditions, ils peuvent modifier leur répertoire de neurotransmetteurs. 
Après les démonstrations de l’expression de VGLUT2 par certains neurones 
noradrénergiques (Stornetta et al., 2002) et de VGLUT3 par les neurones sérotoninergiques 
(Fremeau et al., 2002; Gras et al., 2002), nos données montrent bien que les neurones 
monoaminergiques ont la capacité d’utiliser 2 types de signalisation dans le système 
nerveux central. Toutefois, le rôle de la libération du glutamate par les neurones 
dopaminergiques reste à être déterminé. En se basant sur nos résultats, nous avons discuté 
deux hypothèses qui nous semble les plus probables, soit un rôle dans la formation des 
synapses, soit un rôle « protecteur » dans des conditions traumatiques. D’autres expériences 
devront être menées pour vérifier ces hypothèses. 
Au cours de la période embryonnaire, il semble que certains signaux développementaux 
contrôlent l’expression de VGLUT2 et qu’une inhibition progressive débute aux alentours 
du 17ème jour de gestation chez les rats. Il serait intéressant de regarder les niveaux 
d’expression du gène homeobox Tlx3 dans les neurones dopaminergiques au cours de la 
période embryonnaire. Le gène Tlx3 joue un rôle dans la différenciation des cellules 
somatiques en contrôlant l’expression de plusieurs marqueurs glutamatergiques dont 
VGLUT2 (Cheng et al., 2004; 2005; Kondo et al., 2008). 
Les facteurs trophiques associés au développement des neurones dopaminergiques 
pourraient aussi contribuer à la régulation de l’expression du phénotype glutamatergique. 
Dans les cellules granulaires de l’hippocampe, le BDNF permet de réactiver le phénotype 
GABAergique embryonnaire de ces neurones (Gomez-Lira et al., 2005). L’application de 
GDNF sur des neurones dopaminergiques en culture augmente la capacité de ces neurones 
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à libérer du glutamate (Bourque & Trudeau, 2000). Le GDNF est connu pour intervenir 
dans la différenciation des neurones dopaminergiques au cours du développement et 
promouvoir la survie de ces cellules dans des conditions traumatiques (Bowenkamp et al., 
1995; Burke et al., 1998; Choi-Lundberg et al., 1997).  Il serait intéressant de tester les 
effets du GDNF sur l’expression de VGLUT2 dans les neurones dopaminergiques dans nos 
cultures.  
En ce qui concerne l’impact que pourrait exercer l’expression de VGLUT2 dans les 
neurones dopaminergiques au niveau de leur survie, une analyse plus étendue devrait être 
effectuée. Il faudrait regarder si cette survie préférentielle est conférée par une expression 
plus faible de DATs, ainsi que les niveaux de VMAT2. Des expériences de surexpression 
de VGLUT2 pourraient être envisagées pour étudier si la libération de glutamate exerce 
effectivement un rôle protecteur dans les neurones dopaminergiques. Dans un autre ordre 
d’idée, l’inhibition de l’expression de VGLUT2 à l’aide d’ARN interférant pourrait aussi 
fournir un élément de réponse à cette question. 
Plusieurs études ont montré que les niveaux de VGLUTs pouvaient varier en fonction 
de l’activité des certaines populations neuronales ou alors suite à la perturbation de leur 
homéostasie. L’administration d’antidépresseurs tels que la fluoxétine et surtout la 
désipramine entraine des augmentation d’expression de VGLUT1 dans le cortex et 
l’hippocampe de souris et de rats adultes (Moutsimilli et al., 2005; Tordera et al., 2005), de 
VGLUT2 dans le noyau thalamique ventropostéromédial (Tordera et al., 2005) et de 
VGLUT3 dans le raphé dorsal (Tordera et al., 2005). L’administration dans des souris 
adultes d’halopéridol et de clozapine, des antipsychotiques respectivement typique et 
atypique utilisés dans le traitement de la schizophrénie, augmente les niveaux d’ARNm de 
VGLUT2 dans plusieurs noyaux thalamiques et de la protéine dans le striatum (Moutsimilli 
et al., 2008). L’injection unilatérale de 6-OHDA intrastriatale diminue l’immunoréactivité 
de VGLUT2 dans le striatum de rats mais augmente l’expression des ARNm dans le noyau 
parafasciculaire du thalamus (Aymerich et al., 2006). Ces résultats amènent à penser que 
les VGLUTs pourraient servir d’indicateurs d’activité comme d’autres gènes à expression 
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rapide tels que Arc et c-fos (Pei et al., 2003), BDNF (Coppell et al., 2003), et CREB 
(Thome et al., 2000), et jouer un rôle dans l’adaptation dans des conditions 
pathophysiologiques. Une étude menée sur des cerveaux humains de la maladie de 
Parkinson a montré des augmentations des marquages VGLUT1 et -2  au niveau du 
striatum dorsal (Kashani et al., 2007). Les augmentations de VGLUT1 et -2 seraient  reliées 
aux projections corticales et thalamiques. Par contre l’expression de ces protéines au niveau 
du noyau accumbens de cerveau parkinsonien n’a pas été étudiée. Il serait intéressant de 
regarder si, dans le cerveau des personnes souffrant de la maladie de Parkinson, les niveaux 
d’expression de VGLUT2 sont modifiés dans les neurones dopaminergiques survivants 
comme le laissent supposer les résultats de notre étude de lésion. 
 
En conclusion, l’expression d’un phénotype glutamatergique par les neurones 
dopaminergiques présente un attrait considérable pour étudier l’adaptation de ces neurones 
dans différentes conditions pathophysiologiques telles que la schizophrénie, la maladie de 
Parkinson, la dépendance aux drogues et la simple prise de médicament. Nos études ont 
ouvert la voie à de nombreuses questions, telles que les signaux impliqués dans la 
régulation de ce phénotype. Le modèle de culture que nous utilisons représente un outil 
formidable pour répondre à ces questions, et peut-être comprendre quel est l’intérêt des 
neurones monoaminergiques de modifier leur signalisation en réponse à des perturbations 
de leur environnement. 
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